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2 LK MICROSCOPE 

expression, il consiste en une lentille convexe, montée sur ane tige de 
laiton ; mais dans cet état rudimentaire, il possède des inconvénients 
mécaniques considérables, et de plus, il fournit des images manquant 
de netteté. Les défauts de l'image virtuelle, fournie par la loupe, sonl 
dus, en grande partie, au défaut d'achromatisme et à Taberration de 
sphéricité. Sans entrer dans des détails d'optique que ne comporte pas 
le cadre de notre livre, nous devons indiquer rapidement ce que l'on 
entend par ces termes. 

L'aberration ehromadqae OU de réfrangibilité , produit des 
images manquant de netteté, et présentant sur leurs bords des irisa- 
tions de diverses couleurs. Voici en quelques mots Texplication de ce 
phénomène : un rayon de lumière blanche, en traversant une lentille, 
se trouve dans les mêmes conditions que s'il traversait nn prisme 
dont les faces seraient tangentes à la lentille, aux points d'incidence 
et d'émergence. Ce rayon est donc en même temps dévié et décom- 
posé. Considérons^ par exemple, un faisceau de lumière blanche, 
tombant sur une lentille convergente AA, de faible ouverture, pa- 
rallèlement à l'axe principal BB. Les rayons rouges, qui sont les 
moins réfrangibles, iront couper Taxe principal, en un point r; 
les rayons violets, qui sont les plus réfrangibles, couperont ce même 
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axe en un point v, plus voisin de la lentille ; les foyers principaux 
des autres rayons seront situés entre les points v et r. Dès lors, il 
est facile de voir que, quel que soit le point où Ton place un écran, 




LE MICIIOSCOPE 

A la place de la loupe de BrUckeon pourra prendre un des nombreux 
modèles de micrascopcs à disseclion qu'on trouve chez tous les cons- 
tructeurs. Nous ne eroyoas pas qu'il soit utile de les décrire, il suf- 
fira de se procurer les pm courants : deNacliet, de Vérick, de Leitz 
et do Zeiss, elc, pour avoif une grande yariété de dessins 'qui moD- 
trera, mieux que nous ne saurions le faire, les nombreuses modifica- 
tions apportées dans la fabrication du microscope »mple. 




MICnOSCOPE COMPOSE 



Le microscope composé dérive directement de la loupe. Réduit 
à sa plus simple expressioti, il est rei)résentê par deux lentilles cod- 
vergenles : l'une a court foyer qui porie le nom à'objectif, donne 
une image réelle renversée et grossie placée'au delà el très près du 
foyer principal ; l'autre, à foyer plus long, l'oculaire, placée de telle 
sorte (jue l'image fournie par l'objectif vienne se former entre elle et 
son foyer principal. L'oculaire fonctionne donc comme la loupe, 
mais, tandis qu'avec la loupe nous examinons directement l'objet, 
avec l'oculaire du microscope composé nous examinons l'image 
grossie de l'objet fournie par l'objectif. On décrit généralement dans 
le microscope composé des parties mécani<iues et des parties opti- 
ques. 

1. Fardes mécaniqnes. — Les parties mécaniques constituent 
le support siafi/des coustrucleurs allemands. Elles comprennent le 
pied, la platine, le miroir, le tube, la vis micrométrique. 

Le pied présente des formes extrêmement variables, il doit satis- 
faire à une condition essentielle : il doit éire large et lourd do façon 
à assurer A l'instrument une grande stabilité. C'est lui qui supporte 
toutes les autres parties mécaniques du microscope. 

Le tube se présente sous la forme d'un cylindre de laiton terminé 
inférieu remeut par une pièce conique sur laquelle on visse l'ob- 
jecUf et largement ouvert en haut pour recevoir l'oculaire. Il est 
habituellement formé de deux cylindres glissant l'un dans l'autre, le 
supérieur rentrant dans l'inférieur, de telle sorte qu'on peut augmenter 
en le rentrant ou en le tirant, la distance qui sépare l'oculaire de 
l'objectif. Au pins grand écartemcnt correspond le plus fort grossis- 
sement, ansst il faut dire dans l'évalualion d'un grossissement si le 
tube ocul^e est tiré ou abaissé. 
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Lïntérieur du tube est coloré en noir pour empêcher la réflexion de 
la lumière et présente, à sa partie inférieure, un diaphragme destiné 
à arrêter les rayons qui divergent trop au-dessus de l'objectif. Le 
tube du microscope est reçu dans une douille où il glisse à frotte- 
ment doux. En descendant et en relevant le tube dans cette douille 
on opère les premières manœuvres de la mise au point. C'est ce 
qu'on appelle le mouvement prompt. Certains instruments pos- 
sèdent à la place de ce mouvement de glissement, une crémaillère 
appliquée sur le tube et commandée par une roue dentée. En tour- 
nant la double virole ûxée aux deux extrémités du pivot de la roue 
on abaisse el on élève rapidement le tube du microscope. Cette modi- 
fication qui élève notablement le prix du statif ne présente que de 
légers avantages (1). La douille porte-tube est reliée par une branche 
horizontale à une colonne verticale^ creuse, dans laquelle pénètre un 
prisme triangulaire faisant corps avec le pied du microscope. Cette 
colonne glisse, à frottement doux, sur le prisme ; ce mouvement est réglé 
par une vis désignée sous le nom de vis micrométrique. 

C'est en faisant tourner cette vis dans un sens ou dans Tautre, qu'on 
achève la mise au point. Le mouvement ainsi produit est extrêmement 
doux et lent; il est indispensable lorsqu'on fait usage d'objectifs puis- 
sants. 

La platine est une table horizontale sur laquelle sont placées les 
préparations. Faite de métal, dans un grand nombre de statifs, elle 
est colorée en noir. Certains constructeurs la recouvrent d'une plaque 
de verre noir ou d'ébonîte ce qui la met à l'abri de l'action des réac- 
tifs. Sa partie centrale est percée d'un trou placé dans Taxe optique de 
riiistrument, destiné à laisser passer les rayons lumineux envoyés par 
le miroir. Il est important de pouvoir, selon la puissance des objectifs 
employés, diminuer cette ouverture ; ce résultat est obtenu par l'emploi 
des diaphragmes. 

Ceux-ci peuvent être constitués par une plaque tournante percée de 
trous de différents diamètres ; c'est là une disposition qui présente 
l'inconvénient de se décentrer facilement ce qui rend bientôt impos- 
sible l'emploi des petits diaphragmes. Il vaut mieux faire usage de 
diaphragmes que l'on introduit dans un cylindre porté par une pièce 



(1) Il faut excepter les cas oh l'on se sert d'un condensateur. La crémaillbre est alors 
trbs utile. 



8 LE MICKOSCOPË 

le pouvoir Tésoivant ou séparateur, c'est-à-dire cette ptopriél 
en vertu de laquelle iio objeutir rend visible les détails les plus n 
nimes, dépend non pas du grossissement mais de la grandeur de • 
l'angle d'ouverture. Le pouvoir résolvant est en raison directe de 
l'angle d'ouverture. 11 est facile de comprendre la raison de ce Tail^: 
Plus l'augle d'ouverture d'un objectil est grand, plus la lentille fron- 
tale reçoit de rayons émanés de l'objet, de là un éclat plus grand et en 
outre ce qui est inrmiment plus imporlanl, les rayons lesplus obliques, 
les plus excentriques sont utilises et ce sont eux, ainsi qu'il résulte 
des expériences d'Abbé, qui dessinent les détails les plus Uns. Dans 
bon nombre de cas il sera utile de mesurer l'angle d'ouverture d'un 
objectif; ou peut y arriver de la manière suivante sans l'aide d'aueun 
instrument. Placer l'instrument sur une table noire. Enlever l'oculaire 
et descendre le tube jusqu'à ce que la lenlillo arrive au niveau de la 
platine. Lumiroir élaut écarté, placer sur la table deux objets brillanis, 
les écarter successivement jusqu'à ce qu'ils atteignent le bord extrême 
du champ visible par le tube. L'angle supérieur du triangle formé par 
* les lignes qui réunissent les objets brillantsàl'objectif et par la distance 
qui les sépare indiquera l'angle d'ouverture. Rien de plus facile (jue 
de côBslruire ce triangle sur papier. 

An milieu d'une ligue égale à la distance qui sépare les deux corps 
lumineux on élève nue perpendiculaire dont la longueur mesure 
l'espace AB qui sépare la fronlale de la table. On a ainsi la base et 
la hauteur du triangle ' cherché. Il suHit de joindre C et C à B pour 
ftroir les deux côtés et du même coup le triangle CBC dont l'angle 
indique l'ouverture angulaire cherchée {fig. 4) (1). 

Objectifs à sec et objectifs à immersiori. Malgré l'imporlani^ 
Cdosidérable d'un grand angle d'ouverture, il est impossible de dé- 
passer \ate certaine limite et l'on ne construit pas d'objectifs à sec 
dépassant un angle de 170°. On lonrne cette difTiculté à l'aide de 
ViVimersion. Nous ne pouvons faire connaître le principe sur lequel 
repose l'immersion sans entrer dans des explications d'optique qui 
dépassent le cadre de notre livre, nous nous contenterons de donner 
au lecteur les notions les plus indispensables. Tlntre la lentille fron- 
tale d'un objeclif et la lamelle qui recouvre une préparation se trouve 
interposée une couche d'air. Si on remplace celte couche d'air 
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SOU do IS^on ala chambre claire ordinaire. Elle présente alors le gros 
inconvénient de contraindre le dessinateur à placer son papier sur un 
pian incliné sous peine d'avoir des images déformées. A 45o au contraire 
on peut incliner le microscope et placer la chambre claire de telle 
sorte que 1 nuage vienne se former en arrière du statif et cela sans 
déformation aucune. 

Les chambres claires, que nous venons de décrire, peuvent être 
appliquées au dessin microscopique et à la mensuration des ob- 
jets. 

Le dessin à la chambre claire ayant pour but de ûxer les contours 
généraux des objets, ne saurait donner qu'une ébauche. Une fois 
celle-ci terminée, on écarte la chambre et on ajoute les fins détails en 
regardant directement dans l'oculaire. Lorsqu'on veut se servir de 
la chambre, il est nécessaire de régler minutieusement l'éclairage de 
la préparation et du papier. Celui-ci est-il trop éclairé, l'image de la 
préparation est à peine visible, alors on diminue l'intensité de Féclai- 
rage du papier en plaçant devant lui un livre dressé sur sa tranche. Au 
contraire si Téclairage de la préparation est trop intense, le crayon et 
la main du dessinateur ne sont plus visibles, on diminue alors la lu- 
mière soit au moyen d'un diaphragme, soit en modifiant la position 
du miroir. 

La mensuration des objets microscopiques peut être faite suivant 
deux méthodes principales : L'une réclame l'emploi combiné de la 
chambre claire et du micromètre objectif, l'autre emploie simultané- 
ment le micromètre oculaire et le micromètre objectif. 

1 . Chambre claire et mlcromëtre ob|ectif . — Le micromètre 
objectif, que nous n'avons pas encore décrit, est un instrument indis- 
pensable pour les mensurations. Il est formé d'une lame de verre sur 
laquelle on a gravé un millimètre divisé en cent parties égales. Ce 
micromètre étant mis sur la platine sous l'objectif, on dessine les 
traits marquant les divisions sur un papier placé au pied du micros- 
cope. On obtient ainsi une échelle représentant le centième du micro- 
mètre amplifié. Si alors on substitue au micromètre une préparation 
et qu'on dessine sur un papier le contour de la cellule à mesurer, 
on peut, à l'aide d'un compas, prendre le diamètre du dessin de 
la cellule et le reporter sur l'échelle précédemment obtenue. Sup- 
posons que le diamètre du dessin de la cellule mesure deux divisions 
et demie de l'échelle, on dira que la cellule mesure deux centièmes 
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IQo Une ou deux capsules en porcelaine de Bayeux. 

llo Une lampe à alcool. 

12o Deux flacons à capuchon : dans l'un, on mettra la résine 
Dammar ; dans Tautre, on placera le ciment pour fermer les prépara- 
tions. 

13» Une chambre humide. Ce petit appareil extrêmement utile 
est formé d'une cloche de verre, renversée sur un plateau, dans lequel 
on place quelques doubles de papier buvard imbibé d'eau. Les prépa- 
rations sont placées dans cette chambre, sur une petite étagère de 
métal, disposée de façon à pouvoir en recevoir un certain nombre. 
Nous retrouverons bientôt cette chambre^ et nous en dirons les usages. 

A mesure qu'il avancera dans ses études, l'étudiant sentira lui- 
même le besoin de bien d'autres appareils de verre, qu'il serait fas- 
tidieux de décrire ici. Il trouvera chez M. Cogit, 17 quai St-Michel, 
une collection remarquable d'instruments microscopiques (nécessaires 
à réactifs; boîtes à préparations, bain-marie, godets en verre, etc., etc.). 
Nous ne saurions trop conseiller aux commençants de demander à 
M. Gogit son catalogue ; cela nous dispensera d'entrer dans des des- 
criptions aussi longues qu'inutiles, d'autant plus qu'on ne saurait 
trouver ailleurs un assortiment aussi complet. 



§ 3. — APPAREILS EN MÉTAL 

On ne saurait trop recommander de tenir les instruments en métal 
à l'abri de toute altération. Il ne faut pas imiter les histologîstes qui 
se servent d'aiguilles rouillées, de ciseaux qui ne coupent pas, de 
pinces qui ne mordent pas. Un travail fait avec de mauvais instru- 
ment, se ressent toujours de la qualité des outils ; on se procurera donc 
des instruments de première qualité. 

a. — Des aiguilles à dissocier, également utiles pour transporter les 
coupes sur la lame de verre. On doit toujours polir soigneusement les 
aiguilles avant de s'en servir. On les passera sur la pierre, puis sur le 
cuir, et si elles adhèrent encore aux coupes, on les graissera légère- 
ment en les frottant sur les cheveux. Les porte-crochets que Ton 
trouve dans les merceries peuvent servir de porte-aiguilles à condi- 
tion de bien nettoyer les aiguilles que Ton y emmanche. 

b. — Des ciseaux fins courbes et droits. 



CHAPITRE PREMIER 



METHODE DES COUPES 

« La méthode des coupes comprend un assez grand nombre de 
manipulations. L'objet doit être fixé et durci avant d'être sourtis à 
la pratique des coupes ; les tranches obtenues sont ensuite colo- 
rées et conservées dans un liquide approprié. 

§ 1. — FIXATION DES TISSUS 

La fixation a pour but de tuer les éléments anatomiques, et de 
coaguler la matière vivante de telle sorte que fixée dans sa forme a 
l'état de vie, elle puisse sans s'altérer subir l'action des réactifs que 
l'on fera agir sur elle dans les opérations ultérieures. La fixation doit 
•être faite avec le plus grand soin. Il convient d'observer un certain 
nombre de règles. 

1° Prendre des matériaux extrêmement frais, vivants^ si c'est 
possible, sous peine de fixer des altérations cadavériques que l'on serait 
•exposé à décrire comme une structure normale. 

Il faut tenir un grand compte de cette règle dans les observations 
anatomo-pathologiques qui ne peuvent, en général, être faites que 
"24 heures après la mort et rejeter impitoyablement tout organe pré- 
sentant un commencement de putréfaction. . . 

2o Ne placer dans les liquides fixateurs que dq très petits frag» 
ments. On les prendra à Taide d un rasoir sans les comprimer et 
en évitant de les laisser sécher. Le volume des pièces variera avec 
le pouvoir de pénétration du fixateur. C'est ainsi que Ton pourra 
placer dans l'alcool et dans les bichromates des morceaux plus volu- 
mineux que dans l'acide osmique. Si l'on veut obtenir nnt bonne 
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alcool suffisamment fort pour les usages courants : prendre un flacon 
à large goulot, de la contenance de 1 litre, et le remplir aux 3/4 avec 
de Talcool fort. Ajouter à l'alcool une certaine quantité de sulfate de 
cuivre calciné en poudre. Agiter le flacon, et laisser en contact pen- 
dant 24 heures. Après quoi, décanter et renouveler l'opération avec 
une nouvelle quantité de sulfate de cuivre. Dès que le sulfate calciné 
ne bleuit plus, l'opération est terminée. Pour préparer le sulfate de 
cuivre calciné, on réduit en poudre du sulfate de cuivre ordinaire, et 
on le chauffe au rouge sur une plaque de cuivre. 

Acide osmiqne.— C'est le fixateur par excellence. On le trouve 
chez les droguistes, sous forme de cristaux jaunâtres, enfermés dans 
des tubes dont la contenance est un demi-gramme. Comme le prix de 
l'acide osmique est assez élevé, et que la solution est très instable, on 
doit la préparer avec certaines précautions. Un flacon en verre blanc 
ou jaune (1) est lavé avec de l'acide sulfurique. On le rince avec de 
l'eau distillée bien claire, jusqu'à disparition de toute trace d'acide. 
Le tube contenant de l'acide osmique, bien nettoyé à l'alcool, est cassé 
d'un trait de lime, et introduit, verre et acide, dans le flacon. On 
ajoute 50 c. c. d'eau distillée ; c'est d'une solution à 1 pour 0/0 que 
l'on fait ordinairement usage. Si le nettoyage a été parfait, la solu- 
tion reste claire (2). 
On peut employer l'acide osmique en vapeurs ou en solution. 
C'est la fixation par les vapeurs qui est le procédé le plus commode 
et en même temps le plus efficace pour fixer les objets de petites 
dimensions. Quand il s'agit d'éléments libres, les globules du sang, 
par exemple, il suffit de renverser le porte-objet sur un flacon à large 
ouverture, au fond duquel on a versé un peu d'acide osmique. Après 
quelques minutes, la fixation est parfaite, on peut colorer et monter la 
préparation. Les objets plus volumineux (ne pas dépasser 1 millîm. 
carré) et les membranes sont Axés avec des épingles sur un bouchon 
de liège à l'aide duquel on ferme le flacon à large ouverture, conte- 
nant 1 c. c. d'acide osmique. La fixation est plus longue ; on doit 
laisser agir de dix à quinze minutes, et même davantage. Après quoi, 



(1) Ce n'est ims la lumière, mais les matières organiques qui réduisent la solution 
d'acide osmique. Le flacon doit être bouché avec un bouchon de verre. 

(2) On évitera de respirer les vapeurs d'acide osmique ; elles occasionnent, chez certaines 
personnes, une inflammation de la muqueuse pituitalre. 
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devront séjourner dans le sel chromîque pendant au moins dix jours 
(un séjour plus prolongé ne nuit pas), après quoi ils seront minutieu- 
sement lavés dans un cristallisoir dont on renouvellera Teau plu- 
sieurs fois pendant 24 heures. Les pièces sont alors prêtes pour l'in- 
clusion. 

Aelde picriqne. — L*acide pîcrique est employée Tétat de solution 
aqueuse saturée. On préparera un litre de solution en mettant de 
Tacide picrique en excès dans un litre d'eau (15 gr. d'acide environ) 
Au bout de 24 heures la saturation est produite, il faut que le flacon 
contienne toujours des cristaux d'acide picrique. La solution picrique 
est un fixateur de premier ordre : on l'emploie avantageusement à la 
place des bichromates pour l'étude des vaisseaux sanguins. Il est 
indispensable de ne prendre que des pièces de très petit volume 
(quelques millimètres) et de ne pas les laisser plus de 24 heures dans 
la solution. Après quoi les tissus seront placés dans l'alcool fort (1). 

Btchlomre de mercure . — Le bichlorure de mercure a été pri- 
mitivement employé par les zoologistes. Il fixe très bien les tissus, 
permet de produire ultérieurement d'excellentes colorations, et coûte 
fort peu d'argent. Ces trois qualités le feront certainement employer 
par les jeunes histologistes. Pour préparer la solution on fait dissoudre 
un excès de bichlorure dans l'eau distillée. Pour fixer les tissus, 
des vertébrés, on emploie la solution froide. Les pièces de très 
petites dimensions, ne doivent séjourner dans la solution que le temps 
nécessaire pour la fixation. Lorsque les tissus ont complètement blan- 
chi, ce qui arrive au bout de 5 ou. 6 heures, on les transporte dans 
l'alcool fort que l'on renouvelle plusieurs fois. Il ne faut pas employer 
d'instrument métallique pour manier les pièces dans la solution de 
bichlorure. Après un lavage sérieux à l'alcool ces précautions n*ont 
plus raison d'être. 

§ 2. — DURCISSEMENT DES TISSUS 

f 

Les réactifs fixateurs que nous venons de passer en revue produi- 
sent un durcissement parfois suffisant pour permettre de couper les 
tissus. Il est possible d'obtenir à main levée des tranîches convena^ 

(1) Nous donneroiis plas loin la formule des mélanfl^cs âzateors (Liquide de Flcmiag, 
liquida de Kleincmberg, etc.) qui ne sorYcnt quo pour des cas spéciaux. 
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recouvert. Après 24 à 48 heures le tissu sera complètement pénétré. 
Nous devons insister sur l'usage d'une solution de gomme très peu 
épaisse et d'un vase large pour faire l'inclusion : une solution claire 
pénètre mieux les tissus ; d'autre part elle s'épaissit lentement à 
mesure que Peau s'évapore. 

La pièce sera épongée avec du papier filtre de façon à enlever 
la couche de gomme qui est à sa surface, puis placé dans une assez 
grande quantité d'alcool fort où elle devra séjourner de 24 à 48 heures. 
On peut suspendre la pièce dans l'alcool avec un fil, mais cela n'est 
pas indispensable si la quantité d'alcool est suffisante. 

Inclusion dans le collc»dlon. — On peut employer le collodion 
officinal, mais il est préférable de se servir de la celluloïdine que l'on 
se procure facilement chez les droguistes en tablettes de 40 à 
50 gr. (1). Pour la dissoudre on la coupe en petits fragments et on la 
place dans un mélange, en parties égales, d'alcool absolu et d'éther 
sulfurique. On devra avoir à sa disposition deux solutions : l'une très 
claire, l'autre sirupeuse. 

La pièce sortant de l'alcool à 90o est placée pendant 24 heures 
dans l'alcool absolu. Lorsqu'elle est complètement déshydratée on 
la porte dans de l'alcool absolu additionné de son volume d'éther 
sulfurique. Après un séjour de quelques heures, d'un jour si la 
pièce est volumineuse on la place dans la solution liquide de cellu- 
loïdine pendant 24 heures puis dans la celluloïdine sirupeuse. Il est 
difficile d'indiquer d'une manière précise combien il faut d'heures 
pour que la pénétration par la cellluloïdine sirupeuse soit complète. 
C'est chose très variable suivant la nature du tissu. Règle géné- 
rale : il vaut mieux laisser trop que trop peu. On prendra pour 
moyenne une durée de deux ou trois jours. 

La pièce une fois pénétrée, est orientée dans une petite boîte en 
papier remplie de la solution sirupeuse, on laisse évaporer une cer- 
taine quantité d'éther jusqu'à ce qu'il se forme une pellicule à la sur- 
face. Il faut que l'évaporation soit très lente, aussi on mettra la petite 
boite en papier sous une cloche de verre. On complétera ensuite le dur- 
cissement en plongeant la boîte dans de l'a^coo^ à 82». Pour les petits 
objets on emploiera le chloroforme à la place de l'alcool à 82o. On 
obtiendra ainsi très vite une masse plus consistante qu'avec l'alcool. 

(1) On la Tend 3 ir. à 8 Ir. 60 la tablette. 
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température constante que Ton réglera à l*aide d'un thermomètre 
plongé dans Peau. Dans chacun des trous de la plaque de liège on introduit 
une de ces capsules en plomb dont se servent les liquoristespour encap* 
suler les bouteilles et dont on a légèrement retourné les bords pour 
la maintenir suspendue à la plaque. C'est dans les capsules que nous 
ferons rinclusion ; mais, pour l'instant, revenons à notre pièce que nous 
avons laissée dans l'essence de bois de cèdre. Après 24 heures de sé- 
jour dans ce liquide on ajoute à l'essence de petits fragments de paraf- 
fine et on chauffe au bain-marie à une température de 35^ environ. 
La pièce doit rester dans ce bain un temps variable : règle générale^ 
5 ou 6 heures pour un objet de 2 millimètres de diamètre. Après ce 
premier bain le tissu sera transporté dans de la paraffine dure chauffée 
à bb^ dans une des capsules en plomb dont nous avons parlé plus haut. 
Elle doit séjourner dans ce nouveau bain cinq ou six heures si elle 
est petite, vingt-quatre heures et même davantage si elle est tant 
soit peu volumineuse. Après quoi on oriente la pièce pendant que la 
parafQne est encore fondue, on enlève la capsule du bain-marie et on 
refroidit en faisant flotter le tout dans un vase rempli d'eau froide. Il 
suffit de déchirer la capsule quand la paraffine est devenue solide pour 
obtenir un bloc dans lequel on taillera un cube contenant la pièce. 
s^. La méthode d'inclusion à la paraffine exige (1) des manipulations 

longues et laborieuses ; elle altère les structures très délicates. On ne 
devra donc pas l'employer pour le travail courant on la réservera pour 
les cas où il sera nécessaire d'obtenir des coupes larges et uniformes. 
Elfô rend de grands services quand on l'emploie comme complément 
de l'inclusion à la celluloïdine. Celle-ci possède l'avantage de main- 
tenir les organes en place mais elle ne donne que des masses peu con- 
sistantes. On réunit les avantages du collodion et de la paraffine en 
les combinant. La pièce infiltrée de collodion et durcie par le chlorO' 
forme est placée pendant quelques iieures dans un mélange de chlo- 
roforme et de la paraffine chauffé à 35° C. On la porte ensuite dans de 
la paraffine dure chauffée à 55® et on opère comme pour Tinclusion 
dans la paraffine pure. 

(1) Nons indiquerons plus loin comment on doit traiter les coupes obtenues pax les 
diffërentes méthodes d'Inclusion. 
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OU d'une scie. Ecarter légèrement les lèvres de la fente et y placer 
le tissu inclus dans la gomme (1). Grâce à Télasticité de la moelle 
la pièce est maintenue fixée dans la fente, on prend alors le bâton 
de moelle de sureau entre le pouce et l'index de la main gauche 
et de la main droite on saisit le rasoir. On plonge la lame dans un 
petit cristallisoir plein d'alcool et tandis quelle est encore couverte de 
ce liquide on l'engage hardiment dans la pièce que l'on a préalable- 
ment avivée (2). C'est ce temps de l'opération qui est le plus délicat. 
Si Ton n'est pas bien sûr de soi^ il est bon d'appuyer légèrement le 
rasoir sur l'ongle du pouce de la main gauche. Le procédé suivant, 
indiqué par Ranvier pour l'étude des nerfs, peut rendre l'opération 
plus facile. La pièce, bien épongée avec du papier filtre, est placée dans 
une petite cavité creusée dans un bâton de moelle de sureau. On 
verse alors dans cette cavité un mélange de cire vierge et d'huil e, 
porté à une température qui ne doit pas dépasser son point de fusion, 

<c Lorsque ce mélange est refroidi une première section ayaot 
régularisé la surface des trois corps qui se trouvent associés (moelle 
de sureau, mélange de cire et d'huile, pièce), pour pratiquer la 
seconde section qui doit dégager la coupe, on déprime avec le rasoir 
la surface de la moelle de sureau de manière à faire saillir d'une 
quantité aussi petite que possible la cire et la pièce, et on tranche 
d'un seul coup avec une sûreté de main d'autant plus grande que le 
rasoir repose sur un plan qui le guide. La moelle de sureau ainsi 
employée tient lieu de microtome. » Quel que soit le procédé adopté, 
les coupes flottant sur la couche d'alcool dont est mouillé le rasoir, il 
suffit de plonger la lame dans un cristallisoir plein d'eau pour qu'elles 
surnagent immédiatement. 

Couplai au microtome Ranvier. — Il faut un assez long ap- 
prentissage pour obtenir des coupes convenables quand on emploie la 
méthode précédente, aussi on a imaginé de nombreux microtomes 
destinés à rendre la pratique des coupes entièrement mécanique. Le 
plus simple de ces instruments est celui de Ranvier : « Il est formé 
d'un cylindre creux ayant, à l'une de ses extrémités, un plateau et à 
son autre bout une vis micrométrique qui fait monter un piston dans 
l'intérieur du cylindre ». Quand on veut faire des sections fines à 

(1) Nous Indiquons le procédé de choix poiir chaque méthode d'inclusion. 

(2) On peut couper soit d'avant en arrière, soit d'arrière en avant, cela n'a pas 
d'importance. 
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instrument précieux que tout étudiant histologiste doit se procurer 
en même temps que le microscope. Il convient spécialement pour 
les coupes après inclusion dans la gomme, mais il faut, pour obtenir 
de bons résultats, que la pièce ait été bien gommée et convenablement 
durcie. 

Coopes au mlcrotome de Halanaez. — Le microtome précédent 
est un instrument d'amateur isolé. Celui dont nous allons parler se 
trouve dans tous les laboratoires d'anatomie, nous devons donc le 
décrire minutieusement. Dans ce microtome l'objet est maintenu 
fixé à l'aide d'une pince -étau particulière ; le rasoir est porté 
par une pièce mobile à laquelle on imprime à l'aide d'une manivelle 
un mouvement produisant la section de l'objet et réglant l'épaisseur 
de la coupe. 

Quand on veut se servir de ce microtome on commence par fixer la 
pièce (1) sur un cylindre de bois. On y arrive facilement en imbibant 
avec la colle à froid des papetiers une des bases du cylindre sur 
laquelle on place le tissu préalablement garni de colle sur la face 
correspondante. Il faut éponger soigneusement la pièce avec du papier 
buvard avant de la coller sur le cylindre sans quoi la colle coagulée 
par l'alcool n'adhérerait pas. On place ensuite le tout dans un grand 
flacon rempli d'alcool à 90o et au bout de 24 heures la pièce est soli- 
dement fixée au cylindre de bois, que l'on pince dans Tétau du 
microtome. 

On procède ensuite à l'installation du rasoir. Par suite d'une dis- 
position particulière du mors, on peut employer un rasoir quelconque, 
ce qui permet de procéder soi-même au repassage de la lame toutes 
les fois que le besoin s'en fait sentir (2). La mobilité de ce mors 
permet d'éloigner plus ou moins le rasoir de la pièce, de le tourner 
dans un sens ou dans l'autre de façon à avoir le tranchant transversal 
ou oblique. Enfin, grâce à la présence d'une pièce métallique en forme 
de coin, on peut donner au tranchant une inclinaison variable de façon 
à-faire mordre plus ou moins. Nous conseillons de fixer le rasoir 
près de son talon et de lui donner une obliquité telle que 
toute la longueur de la lame soit utilisée dans la section. 

On déplace ensuite le ressort qui commande l'encliquetage et on 

(1) Il 8'aglt d'une pièce durcie par l'action successive de la gomme et de l'alcool. 

(2) On emploie, pour couper avec le microtome Jung, des rasoirs spéciaux^ dont l'affû- 
tage ne peut être conyenablement exécute que par le constructeur. 
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obtenue est ilu 1/50" niillim. Il est indispennble, pendant toutes ces 
opt'rations. d'arroser la pièce et le rasoir avec fie l'alcool, ce iiuis'obUeni 
rat'ilGment à l'aide d'un pinceau que l'on Irenipu dans de l*alciiol foii.- 
Le même pinceau sert à porlor les coitpes dans ieaii. 




Ce microtoine permet en outre de couper duus l'alcool : Si l'aa 
presse sur le boulon qiu ï,e trouve à e6ié de la vis m icrora étriqué on 
peut renverser le miurutome do telle sorte que la pîëce et le rasoir 
plongent dans une cuvette remplie d'alcool. Il faut, pour bien réussir 
les coupes, l'aire exèculer au rasoir un mouvemeut Ir&s rapide. 

Il est facile d'obtenir, avec ce nicrotonie, des coupes de tissus con- 
gelés. On remplace la pince porte-objet par la boite à congélation sur 
la plaque de laquelle on pose la pièce dans un peu de gomme picri- 
quée(l). La congélation peut être produite â l'aide des vapeurs d'êther, 
mais il est préférable de se servir de clilorure de métbyle. Après 
avoir placé le bec du sipiion (2) dans le trou de la boite ù congélation 
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a tourne le robinet et an laisse sortir le ehlorure pendant quelques 
ecoudes. Les coupes se font avec une facilité extrême, on les recueille 
a (Je Teau privée d'air par l'ébuliilioQ. Si le tissu est trop dur on 
attend quelques instants avant àa couper, s'il est trop mou on projette 
de nouveau du chlorure de méthyle. 

Cnapes an inlcrotome A bascule. — C'est avec cet instrument 
que l'on fera les l'oupes d'ohjets inclus dans la paraffine et principale- 
ment les coupes en série. Dans cet instrument le rasoir est fiiié sur un 
-iiorle-olijel placé à rexlrémilé du long bras de levier. 




Lorsqu'on veut faire des coupes on série, il convient de bien choisir 
la paraRine dans laquelle l'inclusion doit être faite. Eviter avant tout 

■parafilne trop dure, «une parafline ayant son point de fusion à 45" C. 
celle qui convient lorsque la température du laboratoire se trouve 

Ire 150 et IT C. Pour une température de 22° G, il faut une paraf- 

le fondant à 48° C, (1). « On peut d'ailleurs corriger l'excès de dureté 
de la masse en entourant le bloc contenant l'objet d'une couche mince 
de parallloe molle, ce qu'on obtient facilemenl en trempant celui-ci 
pendant une seconde dans de la paradine molle fondue. Une autre con- 

;ion indispensable ponr obtenir les coupes en série, c'est de tailler 
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le bloc, de telle sorte que ses côtés fassent un rectangle on un carré 
parfait. 

On fixe ce cube de paraffine au porte-objet du microtome par un 
procédé bien simple. La petite cavité cylindrique du porte-objet a été 
préalablement remplie de para^ffine qu'on a laissée refroidir. C'est sur 
cette ^paraffine qu'on fixera l'objet à couper. Avec une tige de fer 
légèrement chauffée à la lampe on fond la couche superficielle de paraf- 
fine sur laquelle on place immédiatement le bloc renfermant l'objet. 
Il suffit ensuite de toucher légèrement la partie inférieure du bloc 
pour fondre la paraffine et rendre l'adhérence plus intime. Cela 
fait, on laisse refroidir puis on fixe le porte-objet sur le long bras 
du microtome. Il faut alors fixer le rasoir bien transversalement et faire 
tourner la vis micrométrique jusqu'à ce que la pièce affieure le tran- 
chant. Lorsque ce résultat est atteint il suffit d'imprimer un mouve- 
ment de va-et-vient à la manivelle pour obtenir une série de coupes 
qui se collent les unes aux autres par leur bord et forment de véri- 
tables rubans de coupes. Nous dirons, plus loin, comment il convient 
de traiter ces chaînes pour fixer les coupes sur le porte-objet dans leur 
situation primitive. On peut, avec le microtome à bascule, obtenir des 
coupes d'une épaisseur variant de 1/50 à 1/400 de millimètre, il 
suffit pour cela de modifier la position d'une pièce métallique annexée 
à la vis micrométrique. 

Coupes au microtome Thoma. — Cet instrument permet d'obte- 
nir des coupes d'objets inclus dans la gomme, dans le collodion et dans 
la paraffine. Il est formé d'un support de chaque côté duquel sont placés 
deux glissières, celle de droite est horizontale, celle de gauche 
forme un plan incliné. Sur chacune de ces glissières se trouve un cha- 
riot : le chariot, porté par la glissière horizontale, sert à maintenir le 
rasoir ; le chariot de gauche est muni d'une pince sur laquelle on ^i\t 
l'objet. Ce dernier est gouverné par une vis micrométrique qui per- 
met de mesurer l'épaisseur des coupes. 

Quand on veut faire des coupes à l'aide du microtome Thoma, il 
convient de fixer la pièce sur un bloc de bois que Ton place dans la 
pince porte-objet (1). 

Le rasoir doit être minutieusement orienté : il doit être d'autant 
plus oblique que la pièce est plus molle. Ce n'est qu'avec la paraffine 

(1) Le procédé destiné à coller les pièces a été indiqué plus haut. 
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2o II existe deux méthodes de coloration applicables aux pièces 
traitées par les procédés d'inclusion à la paraffine et an collodion. 

Dans Tune d'elles, la pièce est colorée en masse avant de la débiter 
en coupes et immédiatement après les lavages qui suivent la fixation ; 
dans l'autre les coupes sont colorées séparément sur le porte-objet. 
Nous aurons à décrire la première quand nous étudierons la techni- 
que applicable aux études embryogéniques ; nous nous contenterons 
d'indiquer ici comment il convient de traiter les coupes Uolées (1). 

Les coupes pratiquées dans des tissus inclus dans le collodion seront 
reçues dans un bain d'alcool puis montées sur une lame et traitées 
d'une manière différente suivant que l'on doit faire usage d'un colorant 
alcoolique ou d'un colorant aqueux. Dans le premier cas on traitera 
la coupe par une série d^alcoois de plus en plus dilués (alcool à 82<>, 
alcool au 1/3) et enfin par Teau et par le colorant. Dans le second cas 
on teindra la coupe immédiatement après sa sortie de l'alcool. 

Tandis que les coupes au collodion doivent être colorées sans éloi- 
gner la masse d'inclusion, les coupes à la paraffine doivent être 
soigneusement débarrassées de cette substance avant d'être soumises à 
la teinture. La coupe est étalée à l'aide d'un pinceau sec sur le porte- 
objet (2), on ajoute delà benzine jusqu'à ce que toute trace de paraffine 
ait disparu, on laisse écouler l'excès de benzine et on lui substitue de 
l'alcool absolu. On procédera ensuite comme pour les coupes au collo- 
dion. 

Après avoir rapidement indiqué, comment les coupes obtenues 
par les différentes méthodes d'inclusion, doivent être traitées avant 
d'être soumises à la coloration, nous allons faire connaître les princi- 
paux réactifs colorants (3). On ne doit pas se perdre dans l'emploi 
d'un grand nombre de teintures il vaut mieux s'appliquer à bien manier 
quelques-unes d'entre elles que d'en avoir un grand nombre que Ton 
emploierait mal. L'étudiant histologiste devra tout d'abord se procurer 
du picro-carminate d'ammoniaque; du carmin aluné; de 
Vhématoxyline et quelques couleurs d'aniline, 

Picro-carminatc d*aniinonlaque. — Introduit par Ranvier dans 

(1) Ces méthodes d'Inclusion ne sont vraiment avantageuses que quand on emploie 
la coloration en masse. 

(2) n existe des méthodes permettant de fixer la coupe sur le porte-objet. Nous les 
retrouverons plus loin. Méthodes embryogéniques. 

(3) Ce livre étant écrit pour les débutants nous ne croyons pas devoir décrire tous 
les réactifs colorants. Il en existe un nombre considérable. 
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la techni(iue histologique ce réactif est actuellement le plus employé de 
tous les colorants. On peut se procurer chez M. Cogit du picro-car- 
minaie convenablement préparé ; celui qu^on trouve chez les droguiste s 
ne donne que de mauvaises colorations. Chaque histologiste possède 
une méthode spéciale pour la fabrication du picro-carmin^ nous en indi- 
querons deux qui nous ont fourni des résultats assez satisfaisants. 

!'• Méthode, — Prendre cinq grammes de carmin no 40, le triturer 
dans un mortier avec 12 ce. d'ammoniaque. D^autre part dissoudre 
5 gr. d'acide picrique dans 500 ce. d'eau distillée, verser le carmin dans 
l'acide picrique en agitant vivement. Abandonner à l'air pendant un 
ou deux mois jusqu'à ce qu'il se soit développé un grand nombre de 
moisissures. Filtrer et conserver dans un flacon avec un cristal de 
thymol. 

2e Méthode, — Peser cinq grammes de carmin n° 40, le triturer 
dans un mortier avec 10 c c. d'ammoniaque. Ajouter 400 c c. d'eau 
distillée. A l'aide d'un agitateur en verre, prendre une goutte de 
cette teinture et la laisser tomber sur du papier à filtrer. On obtient 
ainsi une tache franchement rose par transparence. Ajouter une 
solution saturée d'acide picrique dans l'eau jusqu'à ce que les taches 
obtenues sur le papier à filtrer présentent, par transparence, une teinte 
rouge sang. S'il se forme autour de la tache rouge une auréole jaune 
c'est qu'il y a trop d'acide picrique, on ajoute du carmin dissous dans 
l'ammoniaque. Après quoi on abandonne le picro-carminate à l'air pen- 
dant un ou deux mois, quand s'il est formé un grand nombre de moi- 
sissures et que la solution est bien pourrie, on filtre et on conserve 
avec un cristal de thymol. Cette méthode est employée dans quelques 
laboratoires nous ignorons à qui elle appartient (1). 

Manière de colorer les coupes avec lepicro-carmin. — On peut 
se servir de picro-carminate pour teindre les tissus fixés par n'importe 
quel réactif fixateur ; mais c'est après TaZcûO^ et après l'inclusion dans la 
gomme qu'on obtient les meilleurs résultats. A l'aide d'une aiguille, on 
mène une coupe sur la lame porte-objet; on éponge l'eau en excès avec 
dupapier à filtrer, puis on laisse tomber sur la coupe une goutte depicro- 
earmin. On examine avec un objectif faible, et quand on juge la colo- 
ration suffisante, on couvre d'une lamelle. On substitue ensuite un 

(1) Pendant que le carmin pourrit, il se peut qu'une certaine quantité de ce colorant 
se précipite quelle que soit la méthode employée. On ajoutera alors un peu d'ammonia- 
que et on abandonnera de nouyeau la solution & la putréfaction. 

V '■ 
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liquide conservateur an picro-carminate^ en prenant les précautions 
que nous indiquerons plus loin. 

Les coupesjde tissus fixés par Vacide osmique et par les bichro- 
mates se colorent très difficilement par le picro-carminate. Il convient 
de modifier la technique précédente. Les coupes seront placées pen- 
dant 24 heures dans un petit tube bouché, rempli d'une teinture for- 
mée de parties égales de picro-carminate et d'eau. On les lavera 
ensuite, et on les montera comme il a été dit pour les coupes faites 
après Talcool. Cette méthode ne donne pas les résultats remarquables 
qu'on obtient lorsqu'on emploie la technique précédente. En effet , les 
lavages que Ton est dans Tobligation de faire subir aux coupes, 
enlèvent l'acide picrique, et font disparaître les nuances de colora- 
tion, que l'on obtient après l'action du picro-carminate. On n'a plus 
que la coloration par le carmin. 

CJarmlii & ralmi. — Il existe plusieurs formules de carmin à 
l'alun ; nous donnerons celle de Grenacher qui nous a fourni d'excel- 
lents résultats : 

Alun d'ammoniaque 1 à 5 gr. 

Carmin 4 gr. 

Eau distillée 100 gr. 

On fait bouillir pendant 20 minutes dans une capsule, en ayant soin 
de maintenir le volume primitif en ajoutant de l'eau. On filtre et on 
conserve avec un cristal de thymol. Le carmin aluné de Greuacher 
est un colorant nucléaire de premier ordre : il teint admirablement 
les noyaux des tissus fixés par l'acide osmique, ce qui le rend pré- 
cieux dans nombre de cas où le picro-carminate ne fournit aucun 
résultat. En outre, la coloration se conserve bien dans la glycérine. 

Pour colorer des coupes on les place, pendant quelques heures, 
dans un verre de montre contenant un c. c, de carmin aluné, puis on 
les lave jusqu'à ce que l'excès de matière colorante ait été écarté. 

Cette teinture possède en outre, la qualité d'être extrêmement 
pénétrante, c'est avec elle qu'il convient de colorer les tissus « en 
masse d. Au sortir des lavages, qui suivent l'action du fixateur, la 
pièce sera placée dans un tube à essai contenant 2 ou 3 c. c. de car- 
min aluné. Après un séjour variable (un ou deux jours) elle sera trans- 
portée dans de l'eau filtrée qu'on renouvellera tant qu'elle prendra du 
carmin. Puis on la portera successivement dans l'alcool et dans les 
différents liquides permettant d'en faire ^inclusion. 
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En combinant la coloration du picro-carminate avec celle du carmin 
aluné on obtient des préparations dans lesquelles les éléments sont 
différenciés d'une façon remarquable. Voici comment il convient de 
procéder. La coupe colorée au carmin de Grenacher et bien lavée est 
placée sur une lame avec une goutte de picro-carminate étendu d'eau. 
On couvre d'une lamelle et on examine les progrès de la coloration 
à Taide d*un faible grossissement. On peut encore obtenir de bons 
résultats en teignant une coupe avec du carmin aluné et en la mon- 
tant dans de la glycérine à laquelle on a ajouté une goutte de picro- 
carminate. 

Bfématoxyline. — Il existe un assez grand nombre de teintures à 
rhématoxyline. La plupart répondant à des cas spéciaux, nous les re- 
trouverons dans le cours de ce livre, nous nous contenterons de donner 
la formule dont on doit faire le plus souvent usage, c'est celle de Ran- 
vier. 

Pour obtenir la teinture à rhématoxyline de Ranvier on commence 
à préparer la solution de Bœhmer. 

( Hématoxyline cristallisée 1 

{ Alcool absolu 12 

r, [Alun 1 

l Eau distillée 320 

Mélanger dans un flacon à large ouverture les deux solutions 
Â et B et abandonner le tout pendant 2 ou 3 mois. Au bout de ce 
temps il s'est formé un précipité abondant sur les parois du flacon. 
Décanter le liquide, racler le précipité qui doit être soigneuse^ 
ment lavé à Teau distillée sur un filtre. C'est en reprenant ce préci» 
pité par une solution d'alun à 1 p. 100 que Ton obtient rhématoxyline 
de Ranvier. Pour le dissoudre on doit faire bouillir la solution d*alun 
pendant 15 ou 20 minutes. On fîltre^ et on conserve dans un flacon 
avec un cristal d'acide phénique ou de thymol. 

Avec un peu d'attention il est possible d'obtenir une bonne colora- 
tion après tous les réactifs fixateurs ; mais, si l'on veut obtenir une 
élection nucléaire parfaite, il faut appliquer rhématoxyline aux pièces 
fixées par les bichromates, La meilleure manière d'employer ce colo- 
rant c'est de mettre les coupes dans un verre de montre avec quelques 
gouttes de la teinture. Si les tissus n'ont pas séjourné trop longtemps 
dans le bichromate, la coloration se produit en 15 ou 20 minutes ; 
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dans le cas contraire il faut attendre une ou deux heures. Lorsque la 
coloration est parfaite on lave les coupes dans l'eau filtrée puis on les 
monte sur une lame pour les conserver dans une résine, ces coupes se 
décoloTBini entièrement dans la glycérine. Nous verrons plus 
loin, qu'il est possible d'obtenir de très belles préparations en combi- 
nant la coloration par lliématoxyline avec celle de Téosine. 

Coalears d'aniline. — Il existe un nombre considérable de cou- 
leurs d'aniline : nous conseillons vivement de s'en tenir à quelques 
couleurs dont on étudiera soigneusement l'action. Ou devra se pro- 
curer : du vert de méthyle, de l'éosme, du bleu de quinoléine, 
de la safranine, du violet de gentiane et du bleu de méthylène. 
Le meilleur moyen de les employer c'est d'en faire une solution satu- 
rée dans l'alcool absolu que l'on conservera dans des flacons bien 
bouchés. On fiUrera au moment de s'en servir et on étendra d'un 
volume égal d'eau distillée. Nous retrouverons le vert de méthyle, la 
safranine, le violet de gentiane lorsque nous étudierons la karyokinèse 
le cartilage et les bactéries ; il nous sufQra, pour le moment, de faire 
connaître la coloration par l'éosine que Ton emploie habituellement 
comme complément de la teinture par l'hématoxyline. 

La coupe colorée par l'hématoxyline de Ranvier et bien lavée est 
placée sur une lame porte-objet. On peut alors la colorer avec de l'éo- 
sine soluble à Valcool ou avec de l'éosine soluble à Veau. 

La première méthode exige que l'on prépare soi-même la matière 
colorante. Voici le procédé indiqué par Fischer : Dans une solution 
aqueuse d'éosine du commerce ajouter de l'acide chlorhydrique. La 
matière colorante se précipite, on filtre et on lave à l'eau le précipité 
retenu sur le filtre. C'est ce précipité séché et repris par l'alcool 
absolu qui fournira la solution colorante. Pour colorer les coupes avec 
Véosine alcoolique on monte une coupe sur une lame, on éponge soi- 
gneusement l'eau qui la baigne et on laisse tomber sur elle deux 
gouttes de solution colorante. Après quelques minutes la coloration 
est produite. Il suffît d'enlever l'excès de matière colorante en traitant 
la préparation par l'alcool absolu légèrement éosiné. Ce lavage doit 
être très rapide, sans quoi on décolorerait entièrement la coupe, puis 
on monte dans la résine en suivant la méthode que nous indiquerons 
plus loin. 

La coloration à l'éosine soluble dans Veau donne des résultats qui 
ne le cèdent en rien à ceux obtenus par la méthode précédente. 
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cellules. Oq y parvient facilement en traitant la membrane bien lavée, 
par le carmin aluné pendant une demi-heure. Laver de nouveau et 
conserver dans la glycérine ou dans la résine. 

ciilorure d*or. — Ce réactif est employé presque exclusivement 
pour l'étude des terminaisons nerveuses. On fera une solution à 1 p. 0/0 
que l'on conservera dans un flacon jaune. Ce réactif sera étudié avec 
beaucoup plus de fruit quand nous ferons l'étude technique du 
tissu nerveux. 

§ 5. — CONSERVATION DES COUPES 

Quand la coupe a été soumise sur la lame porte-objet, à l'action 
des réactifs colorants, on achève la préparation en la montant dans 
une substance qui assure sa conservation. Los agents conservateurs, 
'*, inventés dans ce but, sont très nombreux ; mais Tutilité de la plu- 

part d'entre eux est très discutable et, dans la pratique on s'en tien- 
:' dra à trois variétés d'agents conservateurs. On choisira un liquide 

K ayant une réfringence se rapprochant de celle de Teau ; un liquide 

; ayant un indice de réfraction plus élevé et une substance possédant 

un indice de réfraction très élevé. 

1. Eau phéniqoée. — Parmi les liquides ayant un indice de 
réfraction faible, nous conseillons l'eau phéniquée à 1 p. 100. Ce 
liquide conserve bien les préparations colorées au picro-carminate et 
donne d'assez bons résultats avec les couleurs d'aniline pourvu qu'on 
prenne la précaution d'y ajouter un peu de la solution qui a servi à 
colorer la coupe. Le seul inconvénient qu'il présente, c'est de s'éva- 
porer facilement et de nécessiter l'emploi d'une cellule. (Voyez plus 
loin.) 

Pour conserver les couleurs d'aniline (1) on peut encore employer 
la gomme arabique à l'acétate de potasse de Hoyer. On prend un 
flacon à large ouverture qu'on remplit aux deux tiers de gomme ara- 
bique en fragments. On ajoute de la solution officinale d'acétate de 
potasse. Après quelques jours on obtient une solution sirupeuse qu'on 
filtre à travers du papier mouillé, la filtration est très lente. On met 
une goutte de cette solution sur la lamelle et on recouvre la prépara- 

(1) Les coupes teintes par les couleurs d'auiliuc se décolorent fatalement au bout 
d'uu temps plus ou moins long, quel que soit le liquide conservateur employé. 
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tion. Ce liquide a Tavantage de sécher sur les bords de la lamelle et 
de fixer provisoirement le couvre objet. 

2. Glycérine. — C'est assurément la glycérine qui forme le 
milieu conservateur le plus employé en histologie. Elle fournit d'ex- 
cellents résultats si l'on suit scrupuleusement les règles que nous 
allons donner. On se procurera trois sortes de glycérine. 

a. — Une glycérine neutre aussi dense que possible. La glycérine 
de Price que Ton trouve dans toutes les pharmacies possède ces deux 
qualités, c'est elle que Ton choisira. On montera dans la glycérine 
neutre et pure les coupes au picro-carminate quand on ne tiendra 
pas à conserver la coloration de l'acide picrique. On pourra y conser- 
ver, pendant quelques jours, les coupes teintes par les couleurs d'aniline 
si Ton a soin de l'additionner d'une très petite quantité du colorant. 

b. — Uneglycérine additionnée de picro-carminate.On ajoutera 
du picro-carmin k de la glycérine neutre jusqu'à ce qu'elle présente 
la teinte du sirop de groseille. C'est le conservateur de choix de la 
double coloration par le picro-carminate. 

c. — Une glycérine acide. On pourra prendre indifféremment de la 
glycérine contenant 1 p. 0/0 d'acide acétique ou d'acide formique. La 
glycérine acétique et la glycérine formique conviennent pour les cou- 
pes un peu épaisses dont on veut mettre en évidence les noyaux et les 
parties élastiques. A la longue les préparations se décolorent. ■ 

Quelle que soit la glycérine employée, il est indispensable de ne 
la faire agir que très lentement sur les tissus. C'est là une règle 
qui ne souffre pas d'exceptions, aussi nous allons entrer dans quelques 
détails. La coupe étant placée sur le porte-objet dans une goutte de 
picro-carminate et la coloration étant suffisante on éponge l'excès de 
matière colorante avec du papier à filtrer. On laisse évaporer pendant 
quelque temps ce qui reste de picro-carminate sur la coupe en ayant 
soin toutefois de ne pas laisser sécher cette dernière. Cette demi- 
dessiccation (1) suffit pour assurer l'adhérence de la coupe sur la 
lame. On laisse tomber une goutte de picro-carminate sur le porte-objet 
à côté de la coupe, puis on prend une lamelle que l'on applique par un 
de ses bords sur la goutte du colorant et on la laisse tomber douce- 



(1) Le tour de main de la domi-de«siccatiou est très délicat. Il faut laisser sécher snfll- 
sammcnt, mais il faut éviter de laisser trop sécher. Si on voit que la coupe sèche trop 
vite il faut la maintenir humide en y projetant l'haleine jusqu'à ce qu'on pUoe la 
lamelle. 



li. 



(32 MÉTHODE DES CUUPKS 

ment sur la coupe. Si l'opt'ralion a été bien couduite la lamelle entraîne 
le plcro-carmin qui recouvre la coupe sans que celle-ci se déplace. 
On enlève ensuite Texcès de colorant avec du papier à filtrer. C'est le 
moment de substituer la glycérine au picro-carminate. Dans ce but on 
dépose près d*un des bords de la lamelle une goutte de glycérine et à 
l'aide d'une aiguille on fait toucher le picro-carmin qui est sous la prépa- 
ration à la glycérine. La glycérine pénétre alors par capillarité entre la 
lame et la lamelle tandis que le picro-carmin s*évapore du côté opposé. 
On se gardera bien de hâter la pénétration de la glycérine en aspi- 
rant le picro-carmin à Taide d'un morceau de papier filtre placé sur 
le bord de la lamelle du côté oitposé à la glycérine. On obtiendrait 
ainsi une mauvaise préparation ; on se contentera de laisser le picro- 
carmin s'évaporer de lui-même. Dans certains cas il y a même avan- 
tage à rendre la pénétration de la glycérine plus graduelle, on y arrive 
en plaçant la préparation dans la chambre humide, 

Séfline Dammar. — On peut employer le baume du Canada 
ou la résine Dammar quand on a intérêt à avoir un milieu conserva- 
teur possédant un indice de réfraction élevé. Nous conseillons de 
choisir la résine Dammar. On met des fragments do résine Dammar 
dans un flacon à large ouverture avec une certaine quantité de benzine 
rectifiée. Après un ou deux jours la résine est presque entièrement 
fondue, on agite puis on abandonne le flacon bien bouché en ayant 
soin de ne plus le remuer. Les matières étrangères, qui existent en 
quantité plus ou moins considérable dans la résine, se précipitent au 
fond du flacon. Il se forme deux couches : l'uue inférieure, trouble, 
l'autre supérieure claire, c'est cette dernière qui, décantée avec soin, 
fournira le milieu conservateur. On pourrait encore, au lieu de laisser 
déposer les matières étrangères, filtrer la solution à travers du papier. 
Il convient alors de recouvrir le flacon et l'entonnoir où se fait la fil- 
tralion, d'une cloche en verre pour éviter l'évaporation de la benzine. 

On peut monter dans la résine les coupes colorées par une teinture 
quelconque ; mais nous conseillons de réserver ce mode de conserva- 
tion pour les préparations teintes par Vhèmatoxyline et ïéosine 
ou par les couleurs d'aniline. 

La coupe étant placée sur la lame on enlève, à l'aide de papier 
filtre l'excès de matière colorante, puis après l'avoir déshydratée soi- 
gneusement on substitue à l'alcool un dissolvant de la résine. Enfin 
on remplace ce dernier par la solution de dammar dans la benzine. 



« 



f 



5i MÉTHODE DES COUPES 

mière qualité, le casser en petits fragments et le placer dans un flacon 
à large ouverture avec une certaine quantité d'alcool absolu. On 
chauffe au bain-marie jusqu'à ce que la cire soit entièrement dissoute. 
Si le lut est trop clair on fait évaporer un peu d'alcool en laissant le 
flacon débouché. On peut remplacer l'alcool absolu par Valcool à 90^ , 
mais il faut alors chauffer plus longtemps et laisser reposer le liquide 
quand la cire est fondue. Au bout de 24 heures on voit surnager on 
liquide huileux, plus ou moins teinté en brun, dont il faut se débar- 
rasser, le reste servira de mastic. 

Le ciment au baume du Canada est encore plus facile à préparer : 
on se procure chez un droguiste du baume du Canada sec que l'on 
place dans un flacon' à large ouverture avec du chloroforme. On 
agite de temps en temps ; la dissolution est complète au bout d'un 
jour. 6i le mastic est trop liquide, ajouter des fragments de baume 
sec. 

Revenons maintenant au lutage de nos préparations. Les prépara- 
tions montées dans l'eau phéniquée doivent être nécessairement pla- 
cées dans une cellule, c'est-à-dire dans une petite cavité close 
limitée d'un côté par la lamelle de l'autre par une bordure de ciment 
ou par un petit cadre de verre que l'on soude sur le porte-objet 
avec du baume. On trouve ces cadres de verre, ces cellules comme 
on les appelle, chez les préparateurs d'articles microscopiques, mais 
leur prix est assez élevé. Le plus simple est de fabriquer soi-même 
des cellules avec du ciment à la cire. À l'aide d'un petit pinceau 
trempé dans ce lut on trace sur une lame un petit carré de dimen- 
sions telles que la lamelle étant placée exactement dessus, il la dé- 
borde en dedans et en dehors (1). On laisse sécher la cire pendant 
quelques heures jusqu'à ce que le doigt appliqué sur la couche laisse 
sa trace sans enlever de la substance. On plonge alors le porte-objet 
dans le cristallisoir plein d'eau et à l'aide d'une aiguille on amène une 
coupe au centre de la cellule. On retire doucement la lame et lorsque 
l'eau en excès a été enlevée avec du papier filtre on laisse tomber sur 
la coupe une goutte de la teinture choisie. Lorsque la coloration est 
sufQsante on remplace la matière colorante par deux ou trois grosses 
gouttes d'eau phéniquée. On couvre de la lamelle sur laquelle on 
appuie légèrement pour chasser Texcès de liquide. Cette légère pres- 

(1) Il eit entendu qu'on ne se sert que <le lamelles carrées ; les cellules rondes et la 
toumette doivent être laissées aux marchands de préparntionii xnicroscopiqnoe. 
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bique 24-48 heures. Après l'avoir épong;é avec du papier à filtrer ou 
le place dans 60 grammes d'alcool à 90», 48 heures. 

Coupes, — Â main libre, au microtome de Ranvier ou au micro- 
tome Malassez. Les coupes sont reçues dans un cristallisoir plein d'eau 
où elles séjournent 20 minutes. 

Coloration» — Les coupes placées sur une lame de verre sont co- 
lorées par le picro-carmin et montées, les unes, dans la glycérine acide 
les autres, dans la glycérine au picro-carmin. 

Conservation, — Bordure à la paraffine et lutage à la cire. 

Fixation PAR l'acide osmique. — Un fragment de tissu ayant ud 
millimètre de diamètre au plus est placé dans un ou deux c. c. d'acide 
osmique, 12-24 heures. Lavage dans un grand cristallisoir plein d'eau, 
12 heures. 

Durcissement, — On peut faire les coupes à main levée au sor- 
tir de Teau. Si le tissu est trop mou, inclusion dans la gomme. 

Coupes, — Â la main ou au microtome Ranvier. Les sections sont 
laissées dans l'eau pendant quelques minutes. 

Coloration, — On les transporte dans un verre de montre pleia 
de carmin aluné, une heure. Lavage à l'eau, 5 minutes. 

Conservation, — On les monte dans l'eau et on fait passer sous 
la lamelle de la glycérine neutre. Bordure à la paraffine et à la cire. 

Fixation par le bichromate d'ammoniaque. — Un fragment 
de tissu ayant un centimètre ou un centimètre 1/2 de diamètre est 
placé dans 100 grammes de bichromate d'ammoniaque. On l'y aban- 
donne pendant 10 jours, en renouvelant plusieurs fols la solution. 
Lavage dans une grande quantité d'eau à laquelle on ajoute un cristal 
de thymol ou d'acide phénique. 24 heures. 

Durcissement, — Enrobage dans la gomme par les procédés or- 
dinaires. 

Coupes, — Au microtome Ranvier ou au microtome Malassez les 
coupes sont reçues dans l'eau, 20 minutes. 

Coloration à l'héraatoxyline et à l'éosine. 

Conservation dans la résine dammar. 
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CHAPITRE DEUXIEME 

MÉTHODES POUR L'EXAMEN DES OBJETS 

MEMBRANEUX 

Il Q'y a pas de préparatioQs plus instructives que les objets mem- 
braneux examinés à plat après fixation et coloration. Nous décrivons 
plusieurs méthodes répondant à des indications différentes, chacune 
d'elles doit être familière au jeune histologiste. 

1. Fixation des objets membraneax laissés dans leur si- 

tnation normale. — La méthode de choix consiste à fixer les mem- 
branes, sans leur avoir fait subir de tiraillements, dans la situation 
quelles occupent pendant la vie de l'animal. Malheureusement elle n'est 
applicable que dans un nombre de cas très restreint. Quand on veut 
remployer il faut choisir un réactif fixateur qui agisse avec une très 
grande rapidité et qui ne détermine pas de retraits. Bien que Ton 
puisse employer Tacide picrique et le bichlorure de mercure, V acide 
osmique nous paraît mériter la préférence. On le fera agira Vétat 
de vapeurs toutes les fois que cela sera possible; quand il n'y aura 
possibilité matérielle on se servira de la solution à 1 p. 100. Le 
temps pendant lequel on devra laisser agir le fixateur varie de 
deux à dix minutes. Lorsque la fixation sera produite on pourra en- 
lever à Taide des ciseaux et de la pince, un lambeau de membrane 
sans que celle-ci se rétracte. On lavera pendant 20 minutes, on colo- 
rera au picro-carminate ou à Thématoxyline et Tâosine, et on conser- 
vera, suivant les cas, dans la glycérine ou dans la résine. 

2. Extension des membranes par le pr<»cédé de ia demi-des- 
siceation. — Cette méthode a été décrite par Ranvier dans son traité 
technique, c Elle consiste à étendre sur une lame de verre une mem- 
c brane à l'aide des doigts appliqués sur ses bords. Tant que la mem- 
« brane est humfde, elle se rétracte du moment qu'on l'abandonne à 
c elle-même. Mais lorsqu'elle commence à sécher (et par suite de la 
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chaleur des doigts qui la tendent elle sèche plus vile sur les bords), 
« ses bords restent adhérents au verre et, en Tattirant successivement 
« sur ces différents côtés on arrive à la tendre d*une façon très com- 
plète ». On fait alors agir un réactif fixateur qui peut être dans le cas 
présent, l'alcool absolu, l'acide picrique ou lacide osmiquc. Puis on 
lave et on colore. 

Cette méthode pour l'examen des membranes à plat nous conduit 
à donner quelques conseils sur la technique à suivre quand on veut 
fixer un objet membraneux destiné à être coupé. Si l'on place un 
pareil objet dans un liquide fixateur sans prendre les précautions que 
nous allons donner, on l'en sort, le plus souvent, entièrement déformé 
et recroquevillé do telle sorte qu'on ne sait plus dans quel sens orien- 
ter les coupes. Il faut que la pièce soit modérément tendue pendant 
qu'on fait agir le réactif. Rien de plus simple que d'arriver à ce 
résultat. On prend une soucoupe en porcelaine à fond plat^ony tend 
l'objet à sec, puis tandis qu'on maintient les bords avec des pinces 
ou même avec les doigts on y verse de l'alcool fort. Après quelques 
minutes on peut abandonner les pinces, la pièce ne subît plus de 
retrait. Voici un autre procédé qu'on emploiera toutes les fois que 
l'on fera usage d'un réactif agissant avec lenteur, nous avons ici en 
vue les bichromates. On étend la pièce sur une plaque de liège à 
disséquer en ayant soin do fixer ses bords avec des épingles, puis un 
la retourne sur un cristallisoir plein de liquide fixateur sur lequel on 
la laisse fiotter. Après un jour ou deux on peut enlever les épingles 
et détacher la pièce pour la placer directement dans le liquide fixa- 
teur sans qu'aucun retrait se produise. 

3. Membranes formant des cawltés closes. — Il est très facilo 
de fixer à l'état d'extension les membranes formant des vésicu- 
les. On prend une seringue remplie d'un liquide fixateur (alcool, acide 
picrique, acide osmique) et on en injecte une certaine quantité dans la 
cavité. Puis on lie au-dessous de la canule et on place la membrane 
distendue dans une certaine quantité du liquide qui a servi à faire 
l'injection. Au bout de quelques heures la fixation est parfaite, on 
incise la membrane et après l'avoir lavée on la soumet aux réactifs 
colorants. Cette méthode doit être rigoureusement appliquée, soit 
qu'il s'agisse d'examiner ces objets à plat, soit qu'il s'agisse de les 
débiter en coupes. Le poumon, la vessie et le tube digestif des 
batraciens doivent être fixés par ce procédé. 
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ments est très convenable et la coloration se produit très facilement. 

Sérum iodé, — Après l'alcool au tiers c'est le sérum iodé qui four- 
nit les plus belles dissociations. Voici comment Ranvier conseille de 
préparer ce réactif : on se procure dans un abattoir des gosselins de 
veau ou de mouton (c'est le nom sous lequel est connu l'utérus gravide) . 
Une incision comprenant Tutérus et les membranes donne issue à un 
jet de sérum que Ton reçoit dans un flacon muni d'un entonnoir. Le 
liquide amniotique doit être parfaitement limpide et jaune citrin. Oq 
ajoute des paillettes d'iode au fond du flacon qu'on agite, tous les 
jours, de façon à mélanger l'iode à toute la masse, autrement il ne s& 
trouverait de l'iode qu^au fond du flacon et la partie supérieure du 
liquide entrerait en putréfaction. Au début l'iode se dissout très len- 
tement dans le sérum, mais, si l'on continue son action, une partie de 
cet iode ne tarde pas à se transformer en iodures ; ces iodurcs contri- 
buent alors à dissoudre une nouvelle quantité d'iode et par suite on 
peut avoir au bout d'un ou deux mois, uu sérum fortement iodé. Ce 
sérum ne convient pas pour dissocier, mais il est très bon pour ioder 
du sérum frais. Aussi quand on aura à sa disposition du sérum frais, 
on en fera deux parts : l'une servira pour fabriquer le sérum iodé 
fort, l'autre sera conservée dans un flacon bien bouché avec un gro& 
cristal de thymol. 

Quand on veut faire une dissociation avec le sérum iodé, on com- 
mence par préparer du sérum iodé faible, qu'on obtient en mélan- 
geant 1 c. c. de sérum iodé fort à 50 c. c. de sérum iodé frais. On 
place dans ce liquide un fragment de tissu gros comme un pois. Au 
bout de 24 heures, la pièce est propre à dissocier. On peut prolonger 
le séjour du tissu dans le sérum iodé pendant plusieurs jours si la 
macération n'est pas suffisante, à condition d'ajouter de temps en 
temps quelques gouttes de sérum iodé fort. 

Potasse caustique, — La potasse caustique, en solution forte 
(40 p. 100 d'eau distillée) constitue un excellent dissociateur, mais les 
préparations ne se conservent pas et il est impossible de les colorer. 
On gardara la solution de potasse dans un flacon fermé avec un bou- 
chon de caoutchouc. On emploie la potasse en la faisant agir sur un 
fragment de tissu placé sur le porte-objet. Le plus souvent il sufQt de 
couvrir d'une lamelle et d'appuyer légèrement avec une aiguille pour 
séparer les éléments. 

Acide chromique, — On emploie l'acide chromique en solution 
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de picro-carmînate. On fait ensuite passer de la glycérine picro-car- 
miuéc en opérant avec une lenteur extrême dans la chambre humide. 

Le procédé suivant fournit également de bons résultats : Placer un 
fragment de tissu dans un tube en verre contenant 10 ce. d'alcool au 1/3. 
Après un séjour de 24 heures, agiter vivement, enlever ce qui reste de 
tissu non dissocié, et ajouter du picro-carminate. Laisser le tout en 
repos pendant 12 heures. Lorsque les éléments dissociés ont gagné le 
fond du tube, on rejette la plus grande partie du liquide, puis on aspire 
avec une pipette une certaine quantité du liquide tenant en suspen- 
sion les éléments dissociés et colorés et on en porte une goutte sur une 
lame. Couvrir d'une lamelle par le tour de main de la demi-dessiccation. 

La méthode précédente doit être légèrement modifiée quand il s^agit 
de dissocier des tissus filamenteux. Le meilleur procédé, à notre avis, 
c'est de dissocier à l'aide de deux pinces fines. Un fragment de tissu 
étant placé dans un grand cristallisoir plein du liquide dissociateur, 
on saisit une extrémité du faisceau filamenteux, à Taide des deux pinces 
qu'on écarte lentement, jusqu'à ce que le faisceau soit divisé en deux 
parties. On renouvelle cette opération sur l'un des faisceaux obtenus 
jusqu'à ce que l'on ait un très petit faisceau contenant un nombre peu 
considérable de filaments. Monter sur une lame, colorer et couvrir 
d'une lamelle par les procédés ordinaires. 

Dissociation par injection interstitielle, — Cette méthode 
a été introduite par Ranvier dans la technique histologique. On prend 
une seringue à injections hypodermiques qu'on remplit d'un liquide 
dissociateur; l'acide osmique à 1 pour 1000, Valcool au 1/3, lé 
sérum-iodé, peuvent être employés suivant les cas. On pique Torgane 
avec la canule, et on pousse l'injection. S'il s'agit d'un tissu compacte 
on achève la dissociation avec les aiguilles ou avec les pinces, dans 
une petite quantité du liquide employé ; s'il s'agit d'un tissu à tex- 
ture lâche, comme par exemple le tissu sous-cutané, il se forme une 
boule d'œdème. A l'aide de ciseaux courbes, on retranche un frag- 
ment de cette boule qu'on étale sur cette lame et qu'on couvre d'une 
lamelle. « Il est nécessaire de faire ces manœuvres rapidement, autre- 
ment le liquide s'écoule, les éléments écartés reviennent sur eux- 
mêmes, et l'injection n'a produit aucun effet utile » (Ranvier, Traité 
technique). Nous reviendrons sur la dissociation par injection inters- 
titielle, car c'est la méthode que l'on doit employer de préférence 
quand on veut étudier le tissu conjonctif lâche. 



CHAPITRE QUATRIÈME 



EXAMEN DES OBJETS VIVANTS 



Contrairement à l'ordre suivi par les auteurs, nous avons placé cette 
méthode d'examen histologique à la fm de notre étude sur la technique 
générale. C'est que les procédés, qu'elle met en usage, tout en étant 
extrêmement délicats, ne fournissent, la plupart du temps, que des 
résultats très diHîciles à interpréter. L^étudiant marcherait à un insuc- 
cès certain sll débutait dans ses travaux, par la méthode que nous 
allons décrire. Elle doit rester une méthode de vérification et d'ex- 
périmentation et ne doit être appliquée que lorsqu^on a acquis une 
certaine dose d'expérience . 

Quand on veut examiner un objet vivant il faut avant tout le placer 
dans les conditions où il se trouve pendant la vie. On l'examinera 
dans le liquide qui le baigne naturellement ou dans un liquide arti- 
Gciel qui en difïère peu par sa composition chimique ; de plus on le 
maintiendra dans des conditions hygroscopiques et thermiques telles 
que les mouvements vitaux des cellules ne soient pas interrompus. 

Liquides indlfférenis. — De tous les liquides indifférents, c'est- 
à-dûre paraissant ne pas avoir d'action sur les éléments anatomiques, 
Vhumeur aqueuse est celui qui est le plus facile à se procurer et 
qui, en même temps , fournit les meilleurs résultats. A l'aide d'une 
pipette en verre à pointe très aiguë (1) on ponctionne la chambre anté- 
rieure de l'œil chez l'animal dont on veut étudier un tissu. Immé- 
diatement Hiumeur aqueuse pénètre par capillarité dans la partie la plus 
étroite, on achève de la puiser en aspirant légèrement. C'est dans une 



(I) Lorsqu'on T«iit étirer un tnbe de verre pour faire une pipette U faut avoir bien 
soin de ramoUir ^(alement la partie qui doit être étirée. On la retire de la flamme avant 
de rétirer. 
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goutte de celte humeur qu'il couvient de placer la préparation ; on peut 
remplacer Thumeur aqueuse par le sérum sanguin privé de ses glo- 
bules, par le liquide céphalo-rachidien, ou mieux encore par le 
liquide amniotique. En général il est préférable de s'adresser à 
ces liquides de Torganis me, que de prendre un des nombreux 8é7*um,s 
artificiels qui ont élc fabriqués pour les remplacer. Nous ferons 
cependant exception en faveur de la solution physiologique de 
sel qui conserve fort longtemps les mouvements des cils vibratiles. 

Eau 1000 

Chlorure de sodium 7 gr . 5 

C'est ce liquide que nous emploierons pour examiner les embryons 
de poulet au début de Tincubation. D'après certains auteurs on rem- 
place avec avantage l'eau salée par le sérum artificiel de Kronœker. 

Eau distillée 1000 

Soude caustique gr. 6 

Chlorure de sodium 6 gr. 

Cluiiiibre humide A air. — Il ne suffit pas de placer un objet 
dans un liquide indifférent pour mettre les éléments anatomiques 
dans les conditions qu'ils occupent pendant la vie, il faut encore 
les mettre à l'abri de l'évaporation tout en permettant à l'oxygène 
d'arriver jusqu'à eux. Si l'observation doit être faite rapidement il 
suffit de border à la paraffine. Si elle doit être prolongée, il fautmonter 
la préparation dans une chambre humide porte-objet. On peut fabri- 
quer une chambre humide extrêmement simple en employant le pro- 
cédé suivant indiqué par M. Duval (1) : « Sur une plaque de verre 
(dite plaque porte-objet) on place une lamelle circulaire de sureau, 
lamelle dont la partie centrale a été enlevée de telle sorte qull n'est 
resté en définitive qu'un anneau de moelle de sureau : cet anneau est 
imbibé d'eau. On dispose les éléments à examiner (dans le cas cité 
par M. Duval c'est une goutte de sang ou de lymphe) à la face infé- 
rieure d'une lamelle de verre dont on recouvre cet anneau de sureau. 
Mettant alors au foyer du microscope la face inférieure de cette 
lamelle, on peut y observer les éléments anatomiques contenus dans 
une mince couche de liquide, dont l'évaporation est empêchée par 
l'humidité qu'émet la substance spongieuse du sureau dans le petit 

(1) Fréds de Technique mloroscopiqae et histologique. 
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d'une pelile lampe â alcool. On glisse la prËparatioa, moutée C 
une chambre humide porte-objet, dans la fente <Ie la platioe eto 
abaisse l'objettif. Si l'observation doit être de longue durée 2 ( 
bon d'achever de clore l'ouverture par laquelle pénètre l'objBCtîfi 




ria. lE. — PUtine clunffuite do Prolesaon 



l'aide d'une couronne de ouale. Par suite de la situation des d 
tubes l'uD à la partie supérieure, l'autre a la part e inféi eure de 1 
marmite, a il s'établit, entre la marmite et la platine une cirLUlatu 
constante qui maintient l'eau à la mSme température dans le< ded 
récipients ». (Ranvier : Traité technique ) Cette [ latine chauffant 
est un instrument de laboratoire; le tra\3illeur i. oie pourra se cooi 
truire lui-mâme un petit appareil permettant d'obtenir une températund 
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élevée suffisamment exacte. Od courbe deux fois à angle droit un tube 
de verre de 1/2 centim. de diamètre de façon à former un rectangle 
dont il manquerait un petit côté. Les deux grandes branches doivent 
être disposées de telle sorte que, l'appareil étant placé sur la platine du 
microscope, elles dépassent la platine par leur extrémité libre tandis que 
leur extrémité coudée qui se continue avec le petit côté du rectangle, 
repose sur le bord de la platine. Ce tube étant fixé sur la platine à 
Taide des valets, on fait communiquer une des grandes branches avec 
un tube de caoutchouc plongeant dans un ballon dans lequel on main- 
tient de Teau à une température déterminée (il faut chauffer de ô» à 60 au- 
dessus de la température que Ton veut avoir sur la platine), on adapte 
à l'autre branche un tube de caoutchouc pour servir à l'écoulement du 
liquide. L^appareil doit être amorcé comme un siphon et l'écoulement 
réglé à l'aide d'une pince à burette. II suffit de placer la préparation 
sur ce petit appareil pour obtenir pendant quelques instants une tem- 
pérature sufdsamment fixe pour bon nombre d'observations (1). 

Porto-objet électrique . — Il est intéressant, quand on a pris 
connaissance d'un tissu à l'état physiologique, de l'exciter et d'obser- 
ver en même temps les modifications qui se produisent dans les élé- 
ments anatomiques. On se sert habituellement d'un de ces appareils 
faradiques dont on règle le courant, en modifiant la situation de la 
bobine d'induction (2). On place le tissu à examiner sur un porle-objet, 
dont la face supérieure est recouverte de deux lames d'étain terminées 
en pointe. Entre les pointes des lames qui convergent vers le 
centre du porte-objet, existe un petit espace libre sur lequel doit-être 
placé l'objet. Pour se servir de cet appareil il suffît de faire communi- 
quer chaque lame d'étain avec un des réophores de la bobine induite, 
ce qui s'obtient facilement en plaçant sur le porte-objet deux balles 
de plomb que l'on a fixées sur les réophores. Il faut toujours faire agir 
des courants très faibles sans quoi on serait exposé à tuer les tissus 
en observation. 

(1) Frakootte. Technique miorosoopique. La petite branche de l'appareil doit être plus 
courte que le petit diamètre du porte-objet ordinaire ; on lui donnera 1 centim. 1/2 
à 2 centim. 

(2) Les petits appareils faradiques qu'on trouye dans le commerça sons le nom d*appap 
relia électro-médicaux conviennent également pour ce genre d'étude. 



TROISIEME PARTIE 



TECHNIQUE APPLIQUÉE 



CHAPITRE PREMIER 

TISSU CONJONOTIF 

§ 1. — TISSU CONJONCTIF LACHE 

Le meilleur objet d'étude est fouroi par le tissu cellulaire sous- 
cutané. Ou enlève unlarge fragment de peau, de préférence au niveau 
du pli de Taîne où la couche sous-cutanée est abondante, on le place 
sur une table, la couche sous-cutanée eo haut en ayant bien soin de 
ne pas y mettre des poils (1), puis à Taide d'une seringue de Pravaz 
chargée de picro-carmin, on pique le tissu sous-cutané et on pousse douce- 
ment rinjection. Il se forme une boule rosée, véritable boule d'œdème, 
présentant une consistance gélatineuse. Avec des ciseaux courbes on 
enlève une première tranche que l'on rejette. On coupe alors dans le 
tissu franchement rouge un deuxième fragment, aussi petit que possi- 
ble, que l'on porte rapidement sur une lame à l'aide d'une aiguille, 
on couvre d'une lamelle avec un peu de picro-carmin, on borde de 
paraffine et on examine. 

1. Faisceaux conjonctifs. — Cette préparation permettra de bien 
voir les faisceaux connectifs et les fibres élastiques. Lorsque au 

(1) Le tissu sous-cutané du ohien conyient admirablement. 
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bout de deux ou trois heures, la préparation sera fortement colorée, 
on enlèvera la paraffine, et on fera passer sous la lamelle au moyett 
du papier buvard, un peu d'eau puis de la glycérine contenant 1 0/0 
d'acide acétique. On verra les faisceaux conjonctifs se gonfler, se 
décolorer et montrer de distance en distance les fibres spirales de 
Henle colorées en rouge. 

2. Cellules. — La méthode précédente est insuffisante pour Fétude 
des cellules fixes, du tissu conjonctif. On obtient de belles préparations 
montrant les prolongements anastomotiques de ces cellules en faisant 
une boule d'œdème avec une solution d'éosine à 1 0/0 dans ralcool 
au 1/3. Un fragment étant porté sur la lame, comme dans le cas pré- 
cédent, on place sur la face inférieure d'une lamelle une grosse 
goutte de glycérine salée légèrement éosinée qu'on laisse tomber sur 
la préparation en ayant soin de ne pas faire de compression avec la 
pointe de l'aiguille. L'examen doit être fait avec un objectif à grand 
angle d'ouverture. 

On trouve dans le tissu conjonctif qui forme le squelette des orga- 
nes, outre les cellules plates dont nous avons indiqué les réactions, 
des éléments spéciaux désignés par Erlich sous le nom de cellules 
à granulations ou de cellules plasmatiques (Plasmazellen); voici corn» 
ment il convient de procéder pour observer les cellules d'Ërlich. 
La langue de la grenouille (1) dont on a enlevé l'épithélium par 
le raclage, est placée pendant 24 heures dans l'alcool fort. Il faut 

avoir soin de bien l'étendre comme il a été dit page 57. On la trans- 
porte ensuite dans la solution suivante où elle doit séjourner 
24 heures. 

Alcool absolu 50 c. c. 

Acide acétique cristallisable 12 gr. 5 

Eau distillée 100 gr. 

Dahlia. Q. S. pour que la solution soit presque saturée. 

Lorsque la coloration est produite, on lave la langue dans l'alcool 
pendant quelques minutes et on la monte dans la résine. Tous les élé- 
ments sont décolorés à l'exception des cellules d'Ërlich dont le pro- 
toplasma est coloré en violet intense, tandis que le noyau est inco- 
lore (1). 

(]) On trouve ces cellules dans nn très gtand nombre d'organes, nousaTons choisi la 
langue de la grenouille, parce qu'elles y sont très multipliées. 
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1'^ cérer dans Véther, Au bout d'une heure ou deux, la graisse sera 

\ ' dissoute et ou pourra voir les membranes enveloppes des vésicules 

> revenues sur elles-mêmes, plissées de différentes façons ce qui per- 

^, mettra très bien de constater leur présence. Un autre procédé consiste 

f -.'^ à faire des coupes sur un fragment de peau après inclusion dans la pa- 

\\' rafGne. Dans ces conditions on trouve, dans le tissu cellulaire sous- 

cutané, un certain nombre de vésicules privées de graisse par suite de 
Faction de l'essence de bois de cèdre. 

Dans les tissus vivants, la graisse se montre â l'état liquide sous 
forme de gouttelettes très réfringentes, possédant les caractères 
optiques des corps placés dans un milieu moins réfringent ; claires et 
brillantes quand on approche l'objectif, elles deviennent obscures 
quand on l'éloigné. Dans les tissus morts on trouve, au centre de cha- 
;!;s '■ que vésicule, non plus une goutte liquide, mais un ensemble d'ai- 

guilles cristallines figurant assez vaguement une rosace. Ces aiguilles 
paraissent être des cristaux de margarine produits par un dédouble- 
ment de la graisse. 

Nous terminerons l'étude du tissu adipeux en indiquant l'action des 
matières colorantes sur la graisse et en montrant le groupement des 
If vésicules et leurs rapports avec les vaisseaux. 

;^ ;• Deux réactifs colorants doivent être employés : l'acide osmique 

et le bleu quinoléine. 
[•• ^ L'acide osmique colore la graisse en brun foncé, en noir si l'ac- 

tion a été assez prolongée. Cette coloration est caractéristique. Les 
cellules adipeuses que l'on trouve dans la moelle osseuse représentent 
^. un matériel excellent pour l'étude de cette réaction. A l'aide d'une 

i' ■ pointe de scalpel, on enlève un petit fragment de moelle que Ton 

porte sur une lame et que Ton dissocie rapidement sans laisser trop 
sécher. En donnant de petits coups avec le plat de la lame du 
scalpel on obtient facilement ce résultat. La lame est ensuite re- 
, tournée et placée sur un flacon à large ouverture au fond duquel on a 

t.' préalablement versé un ou deux c. c. d'acide osmique. Lorsque la 

f* préparation a subi l'action des vapeurs d'osmium pendant dix ou quinze 

|v . . minutes on met une goutte de glycérine et on couvre d'une lamelle. La 

coloration noire de la graisse est d'autant plus évidente que les cellules 
adipeuses sont presque entièrement isolées. Quand on aura pris con- 
naissance de cette réaction, on retrouvera facilement la graisse dans 
les coupes d'un tissu traité par l'acide osmique. 
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r 

de tendons filiformes semblable à vu écheveau de fil que Ton conserve 
4* * pour Vétude. 

Endothélium, — Quelques-uns de ces petits tendons, après 
avoir été rapidement lavés dans l'eau distillée, sont plongés dans une 
solution de nitrate d*argent à 1 p. 500, on porte le vase renfermant 
la solution au soleil en ayant soin d'agiter constamment le tendon. 
Lorsque celui-ci est devenu opalescent on le lave dans Teau distillée, 
on le porte dans du carmin aluné, puis on lave de nouveau et on monte 
dans la glycérine. Suivant que Taction da nitrate a été plus ou moins 
prolongée, on obtient des résultats différents : si elle a été courte, 
Tendothélium seul est imprégné. Si elle a été longue et si en même 
temps on s*est servi d'une solution argentique plus concentrée, les 
cellules fixes sous-endothéliales sont également dessinées. 

Cellules fixes, — Pour voir le protoplasma, les crêtes d'em- 
preinte, les ailes latérales et le noyau des cellules fixes on tendra un 
. tendon filiforme sur une lame de verre en ayant soin de fixer ses deux 
extrémités par deux gouttes de parafQne. On placera, sur le milieu du 
tendon, une goutte de picro-carmin qu'on laissera agir pendant une 
heure dans une chambre humide. Le tendon ayant été lavé on mettra 
.une lamelle avec une goutte de glycérine neutre ou de glycérine for- 
mique. Cette méthode si simple, due au professeur Ranvier, permet 
?.. très bien de faire Tétude des cellules tendineuses. Au besoin on appla- 

tirait légèrement le tendon en appuyant sur la lamelle à Taide d'une 
aiguille. Les anastomoses, qui mettent en relation les différentes cel- 
lules tendineuses d'un tendon, ne sont pas indiquées dans la prépara- 
tion précédente, âur des tendons examinés à plat et fortement im- 
prégnés d'argent on peut observer ces anastomoses ; mais l'interpréta- 
tion des figures produites est très délicate, aussi, nous conseillons 
d'avoir recours aux coupes transversales. Un fragment de la queue du 
rat, dépouillée de sa peau, est plongé dans une grande quantité d'une 
solution d'acide picrique dans l'eau. Lorsque la décalcification est 
'* complète on durcit par l'action successive de la gomme et de l'alcool. 

^ Les coupes, débarrassées de l'acide picrique par un séjour prolongé 

;:' '^ ' dans l'eau, sont colorées fortement dans du picro-carminate et mon- 

y '' tées dans la glycérine formique que l'on doit faire arriver très len- 

tement sous la lamelle. Dans ces préparations les faisceaux tendi- 
neux sont décolorés, les cellules et leurs prolongement sont colorés 
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préférence. On écorche une grenouille puis à Taide d'un scalpel on 
circonscrit un lambeau d'aponévrose au devant du triceps et on Ten- 
lëve avec des pinces. A Taide du pinceau on chasse les cellules endo- 
théliales du sac lymphatique sous-cutané et les fragments de faisceaux 
musculaires qui ont pu rester adhérents à la face profonde de la mem- 
brane. Celle-ci est ensuite soigneusement tendue sur une lame par le 
procédé de la demi-dessiccation, on colore au picro-carmin, on lave 
jusqu'à ce que la coloration de Tacide picrique ait disparu et on cou- 
vre d'une lamelle que l'on fixe à deux de ses bords par de la paraffine. 
Il suffit ensuite de faire passer une goutte d'acide formique et de 
substituer, à ce dernier, de la glycérine acide quand la préparation 
est devenue transparente. 

On pourra compléter l'étude de cette membrane par l'emploi d'une 
méthode excellente indiquée par M. Renaut. Fixer l'aponévrose lais- 
sée en place à l'aide des vapeurs d'acide osmique, qu'on laissera agir 
pendant dix minutes. Enlever la membrane qui est devenue suffisam* 
ment résistante et raide, la colorer par l'éosine et l'hématoxyline. 
Eclaircir et monter dans la résine dammar. 



§ 6. — MEMBRANES SÉREUSES 

Les membranes séreuses présentent, à leur surface, un revêtement 
endothélial que l'on mettra facilement en évidence par une imprégna- 
tion au nitrate d'argent. Il convient d'étudier la forme et les rapports 
de ces cellules dans les séreuses perforées et dans celles qui ne le 
sont pas. 

Parmi les premières, on choisira le mésentère de la grenouille ou 
du jeune rat, parmi les secondes, on prendra l'épiploon du rat adulte ou 
de r homme. En prenant successivemenll'épiploon de sujets très jeunes 
et de sujets plus âgés, on assistera à la fenétration de cette membrane. 
L'abdomen d'un rat étant ouvert, et l'épiploon mis à découvert, on 
l'incise rapidement sans le toucher avec les doigts. Il vaut mieux, si 
l'épiploon n'est pas souillé par du sang, le porter directement dans la 
solution argentique, dans le cas contraire, on le laverait très rapide- 
ment dans Teau distillée. Deux autres précautions doivent être obser- 
vées : faire usage d'une solution faible, et agiter continuellement la 
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membrane dans le liquide argentique tout le temps que dure Texpod- 
tion à la lumière. Après quoi, on lave largement dans Teau distillée et 
ou étend sur une lame par le procédé de la demi-dessiccation. Colora- 
tion au carmin aluné et conservation dans la résine dammar. 

Le stroma conjonctif de ces membranes sera étudié dans les prépa- 
rations suivantes : 

1. Un fragment de mésentère ou d*épiploon est coloré aupicro-car- 
minate, lavé pour enlever la coloration jaune, et monté dans la gly- 
cérine ou dans la résine dammar. Cette préparation permettra 
d'observer les cellules et les faisceaux connectifs du mésentère, sans 
parler des organes contenus dans cette séreuse, que nous retrouverons 
plus loin. Dans ces mêmes préparations, on pourra mettre en évidence 
par une méthode due au professeur Ranvier, le ciment qui unit les 
faisceaux connectifs. La membrane tendue sur la lame et fortement 
colorée par le carmin, est traitée par Talcool absolu et éclaircie par le 
girofle ; on fait une incision sur un point avec un rasoir bien tran- 
chant, c'est sur les lèvres de cette incision, entre les faisceaux con- 
nectifs que Ton voit la substance cimentante légèrement colorée en 
rose. 

2. Pour mettre en évidence les feuillets du mésentère décrits par 
Ranvier, on se servira du procédé suivant employé par cet auteur : on 
introduit une pipette bien effilée au voisinage d'un vaisseau du mésen- 
tère étendu sur une lame. On insuffle, il se forme une bulle dont on 
incise la calotte supérieure ; la calotte inférieure reste adhérente à la 
lame : c'est elle qui sert à Tobservation après coloration par le picro- 
carmin. On peut conserver ainsi, soit le feuillet vasculaire, soit le 
feuillet dépourvu de vaisseaux. C'est, dans ce dernier, que Ton obser- 
vera le réseau élastique du mésentère. 

3. Les autres séreuses, le péricarde, la plèvre, le péritoine, les 
synoviales, etc., seront étudiées au moyen de coupes transversales^ 
pratiquées après durcissement dans T alcool. Coloration au picro-car- 
min et conservation dans la glycérine picro -carminée. 



CHAPITRE DEUXIEME 



TISSU CARTILAGINEUX 



L'étude du tissu cartilagineux est d'une simplicité extrême : dans 
une première série de préparations, on étudiera le cartilage hyalin. 
L'objet d'étude est fourni par l'appendice xipholde du sternum de la 
grenouille (1) ou aicore par l'angle inférieur de l'omoplate d'oii em- 
bryon de salamandre ou de triton ; dans ce dernier cas, les cellules 
présentent des dimensions colossales. S^il s'agit de la grenouille on 
dissèque avec soin l'extrémité inférieure du sternum, en enlevant 
soigneusement le tissu conjonctif qui le recouvre, on résèque l'appen- 
dice xîphoîde, et on le monte dans une goutte d'humeur aqueuse. « 

On pourra encore faire des coupes, à l'état frais, du cartilage de la 
tète du fémur de la grenouille. En faisant passer sous la lamelle une 
goutte d'eau, on pourra observer la rétraction du protoplasma qui 
donne à la cellule cette apparence étoilée, prise par plusieurs auteurs 
pour un état normal. 

Il est facile d'étudier sur ces préparations fraîches l'action des 
matières colorantes ; mais il vaut mieux employer des coupes de carti- 
lage faites après fixation par l'acide picrique. Un fragment de cartilage 
est placé pendant 24 heures dans une solution saturée d'acide picri- 
que, on fait des coupes que l'on met à dégorger dans l'eau jusqu'à ce 
que la couleur jaune ait disparu. 

a. — On place quelques-unes de ces coupes dans un verre de montre 
contenant du carmin aluné. Après quelques minutes on lave, on 
monte dans l'eau à laquelle on substitue de la glycérine que Ton fait 
arriver très lentement sous la lamelle. Les noyaux sont colorés en 
rouge lilas. 

(1) La sclérotiqae du même animal donne également de fort belles préparations. 
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à 40 p. 100, on peut obtenir la coloration bleue des granulations grais- 
seuses contenues dans le protoplasma des cellules. 

Après avoir fait l'étude du cartilage hyalin, il conviendra d'exa- 
miner les autres variétés de cartilage. 

a. — Le cartilage à cellules ramifiées de la tète des céphalopodes 
sera étudié sur des coupes pratiquées après fixation par l'acide 
picrique. On colorera par le picro-carmin. L'étude de ceite variété de 
cartilage présente une certaine importance car on la retrouve, chez 
l'homme, dans certaines variétés d'enchondromes. 

b. — Le cartilage élastique sera étudié sur des coupes de l'épi- 
glotte de l'homme et du chien. Un fragment d'épiglotte étant fixé 
par l'acide picrique (24 heures), et durci par l'action successive de 
la gomme et de l'alcool, on fait des coupes perpendiculaires à la 
surface que l'on met à dégorger dans l'eau. Ces coupes une fois 
débarrassées de leur couleur jaune sont colorées au picro-carmin, 
lavées et montées dans l'eau. On fait ensuite passer, sous la lamelle, 
une goutte du mélange indiqué par le professeur Ranvier pour l'étude 
des artères. 

■m-.'.'W Glycérine 50 

'' Sol. sat. acide picrique 50 

Acide formique 1 

c. — Pour étudier le fibro-cartilage on pratiquera des coupes sur le 
^^1 ' cartilage semi-lunaire du genou, traité par l'acide picrique, la gomme 

et l'alcool. Coloration au picro-carminate. 
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Le procédé d*usure, qui consiste à maintenir la lamelle avec la pulpe 
du doigt est le plus simple, c'est celui que Ton emploiera en ayant soin 
toutefois de garnir son doigtde diachylon, si Ton ne veut endommager 
son épiderme. Les tranches minces ainsi obtenues seront montées 
suivant trois méthodes : 

1» Examen des ostéoplastes remplis d'air. — Une des 
lamelles est enduite^ sur ses deux faces, d'une très mince couche de 
gomme ou de colle forte, qu'on fait sécher en la passant rapidement sur 
la flamme d*une lampe à alcool. On place ensuite un petit fragment de 
baume sec sur un porte-objet qu*on chauffe jusqu'à ce que le fragment 
soit fondu, puis on place la coupe et la lamelle. Bien que la couche de 
gomme dont on a enduit la coupe, empêche la pénétration du baume 
liquide dans les corpuscules^ il est préférable de solidifier rapidement 
la résine en plaçant le porte-objet sur un corps froid ; une plaque de 
marbre convient admirablement. 

2o Examen des ostéoplastes et des canalicules colorés. — La 
méthode que nous allons décrire, a été employée par Ranvier pour 
produire, d'une façon détournée une véritable injection interstitielle 

V des canalicules et des corpuscules osseux. On gratte sur ses deux 

faces, à Taide d'un scalpel une lamelle osseuse usée comme il a été 

î ■ • dit plus haut. On la met dans une solution alcoolique de bleu d'ani- 

Uûe insoluble à l'eau chauffée au bain-marie pendant plusieurs heu- 

^ res. La disposition suivante permet très bien de remédier à l'évapo- 

ration du liquide. La solution colorante et la coupe sont placées dans 
un tube à essai fermé par un bouchon de liège percé d'un trou dans 
lequel on place un tube d'un mètre environ. Les vapeurs d'alcool 
amenées par l'ébullition dans le tube s'y condensent et retombent 
dans le tube à essai. Quand on a maintenu l'ébullition pendant cinq 
ou six heures, on enlève la coupe et on la frotte légèrement sur la pierre 
à aiguiser de façon à enlever les couches superficielles de ses deux 

' faces. Il est indispensable de Parroser pendant les opérations avec de 

l'eau tenant en dissolution du chlorure de sodium. La lamelle osseuse 

« est ensuite montée dans la glycérine neutre. 

30 Examen des lamelles osseuses. — Il est possible d'étudier la 

I disposition des lamelles osseuses sur les préparations précédentes, 

nous conseillerons cependant d'employer un autre procédé. Une 
lamelle osseuse usée et polie, est déshydratée par l'alcool absolu. 
On remplace ce dernier par une goutte d'essence de bergamote, à 
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laquelle on substitue de la résine dammar en solution dans la benzine, 
lorsque la coupe est devenue entièrement transparente. Dans ces 
préparations, le système des ostéoplastes et des canalicules infiltré 
de résine est à peine visible, en revanche, Tarrangement des lamelles 
est très évident. 

§ 2. — COUPES d'un os frais 

Ce sont les coupes pratiquées sur les os frais qui fournissent les 
préparations les plus instructives. Un fragment de fémur aussi frais 
que possible, et de très petite dimension est placé dans l'alcool pen- 
dant quelques heures, après quoi on le transporte dans un grand 
bocal (un litre au moins), contenant une solution saturée d'acide 
picrique à laquelle on ajoute 2 p. 100 d'acide azotique. Ce liquide doit 
être renouvelé le jour suivant. Si le fragment d'os est très petit, 
et c'est là une condition inspensable de succès, la décalcification sera 
complète au bout de 3 ou 4 jours. La dissolution des sels calcaires 
est achevée, lorsque les fragments sont devenus extrêmement souples 
et se laissent facilement couper avec le scalpel. Après quoi on les fait 
séjourner dans une grande quantité d'eau qu'on renouvelle jusqu'à 
ce que la pièce ait été entièrement débarrassée de l'acide. On durcit 
par l'action successive de la gomme et de Talcool. Les coupes prati- 
quées suivant les différents diamètres de l'os sont lavées jusqu'à dis- 
parition de la couleur jaune, colorées au picro-carmin et montées dans 
l'eau phéniquée ou dans la glycérine (1). 

Cette méthode convenant admirablement pour l'étude de l'ossi/tca- 
tion, nous n'ajouterons que quelques détails complémentaires. L'objet 
d'étude est fourni par le fémur d'un embryon humain de cinq à six 

(1) On peut obtenir des préparations comparables ^ celles qae l'on fait avec des 
oonpes d'os sec ctAoréê au bien d'aniline en traitant une coupe pratiquée après décal- 
cification, par le carmin acétique de Schweiger-Seidel. Ostte teinture n'est autre chose 
que du carmin ammoniacal neutralisé par l'acide acétique. 

Carmin. 8 gr. 

Ammoniaque 4 gr. 

Eau • 100 gr. 

Faire dissoudre le carmin dans l'ammoniaque et dans l'eau. Ajduter de l'acide acé- 
tique en agitant Jusqulk ce qu'un précipité commence à se produire. Filtrer. Les coupes 
bien débamssées de l'adde picrique sont placées dans cette solution pendant 24 heures. 
Monter dans la glycérine additionnée de quelques gouttes de la teinture. Les corpus- 
oulea et leurs prolongements sont colorés en rouge. 
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mois (ocsificatioD enchondrale) et par les tendons osdfiés de la patte 
des oiseaux (ossification fibreuse). Les coupes pratiquées dans le sens 
transTersal et longitudinal seront colorées par des teintures variées. 
On choisira de préférence : le picro-carmin ; la purpurine ; lliéniato- 
xyline ; le bleu de quinoléine (1). On conservera les préparations dans 
la glycérine on dans Teau phéniquée. 

On complétera Tétnde technique de l'ossification par Texamen de 
préparations permettant de se rendre compte du rôle que jouent les 
vaisseaux dans la genèse de Tos. Dans ce but on injecte le système 
artériel d'un jeune chat avec une masse de gélatine au bleu de Prusse, 
on enlève un fémur que Ton fixe par une séjour d'une semaine dans 
le bichromate d'ammoniaque à 2 p. 100. Après quoi on décalcifie dans 
une solution aqueuse d'acide picrique. Lavages prolongés ; durcisse- 
ment par l'action successive de la gomme et de l'alcool. Coupes 
parallèles au grand axe de l'os. Conservation dans la résine dammar. 



§ 3. — EXAMEN DE LA MOELLE OSSEUSE ET DU PÉRIOSTE 

Il n'est pas besoin de préparation spéciale pour l'examen du périoste, 
les coupes, faîtes après décalcification» sur un fragment pris à la péri- 
phérie d'un os montrent tous les détails désirables. Pour prendre con- 
naissance des éléments de la moelle, extraire le fémur d'un jeune co- 
baye, le casser en son milieu avec les doigts. Cela fait, enlever à l'aide 
d'un scalpel un petit fragment de moelle qu'on dissocie rapidement 
sur une lame sans employer de liquide. Exposer aux vapeurs d'acide 
osmique, colorer au picro-carmin. Cette méthode permet de voir les 
globules rouges nucléés de la moelle embryonnaire ; on pourrait éga- 
lement faire macérer pendant 24 heures un fragment de moelle dans 
l'alcool au 1/3 et le dilacérer en l'agitant dans un petit tube. (Voir 
les méthodes de dissociation.) 

(1) Ce réactif colore l'os en bleu clair et le cartilage en violet foncé. M. Ranyier le 
considbre comme le i rëactlf par excellence dn tihsu cartllaginenz. Il convient encore 
de mentionner la -coloraUon par le violet d'aniline snivant la méthode de Bamngarten. 
Colorer les coupes quelques minutes dans une solution aqueuse de bleu. Laver, dans 
l'eau légèrement acidulée jusqu'à ce que la couleur violette vire au bleu d'aniline. 
Laver à l'eau pure et examiner dans l'eau. Le cartilage est bleu, le cartilage caldflé 
eçt violet on roae, le tiisu osseux est rouge. 
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CHAPITRE QUATRIÈME 



TISSU MUSCULAIRE 



§ 1. — TISSU MUSCULAIRE STRIÉ 

Pour étudier les différents éléments (sarcolemme y noyaux, 
fibrilles, etc.), qui entrent dans la composition du tissu musculaire 
strié il est indispensable de s'adresser à des animaux différents parce 
que certains détails de structure sont plus facilement appréciables 
dans une espèce que dans l'autre. Nous choisirons : la grenouille, 
rhydrophile et un animal mammifère. 

Sarcolemme, — Dissocier dans l'eau un fragment de muscle 
enlevé au couturier de la grenouille (1) au bout de quelques minutes 
l'eau pénètre par endosmose sous le sarcolemme et le soulève par 
places. On peut rendre la membrane plus évidente en ajoutant une 
goutte de la solution d'iode iodurée qui la colore en jaune. On se 
servira pour dissocier soit des pinces, soit des aiguilles et on agira 
brutalement. On obtient ainsi des faisceaux dans lesquels la substance 
striée s'est rompue dans Tîntérieur de la membrane et a laissé, entre 
ses deux bouts, un espace vide au niveau duquel le sarcolemme est 
très apparent. 

Voici une formule pour la préparation de la solution d'iode iodurée : 

Eau distillée 100 

lodure de potassium 6 

Iode. 4 

Étendre avec de Veau distillée si la coloration produite est trop in^ 
tense. 

(1) Ce muscle^ formé de faisceaux parallèles entre eux, convient pour les dissocia •■ 
lions et pour les coupes qni peuvent ôtre facilement orientées. 



I 



f 



I 



.». 



/ 



86 TISSU MUSCULAIRE 

Faisceaux musculaires : noyaux. — Deux procédés nous 
permettront de faire une étude plus complète des faisceaux muscu- 
laires : la dissociation par la potasse à 40 p. 100 et la dissociation 
après macération dans Valcool au tiers ou dans le sérum iodé. 

Si Ton place un fragment de muscle sur un porte-objet et qu'on 
ajoute une goutte de la solution de potasse à 40 pour 100, il suffit 
d'appliquer légèrement les aiguilles pour obtenir des faisceaux admi- 
rablement isolés. Cette préparation est extrêmement facile à obtenir 
mais elle ne se conserve pas, on doit examiner les faisceaux dans la 
solution dissociatrice. 

Les dissociations pratiquées après macération àonsValcool au tiers 
fournissent des préparations pei^manentes. On écorcheune grenouille 
et on place l'un des membres inférieurs dans un grand llacon plein 
d'alcool au tiers. Les muscles sont ainsi fixés à l'état d'extension 
leurs deux insertions ayant été laissées intactes. Après 24 heures, 
enlever un fragment du couturier que l'on dissocie sur une lame en 
ayant recours au procédé de la demi-dessiccation. Colorer au picro* 
carminate pendant dix minutes, recouvrir d'une lamelle. Laver légè- 
rement en faisant passer sous la lamelle une goutte ou deux d'eau 
filtrée qu'on remplace par de la glycérine formique. 

Fibrilles musculaires. — Les fibrilles musculaires des insec- 
tes montrent, d'une façon extrêmement élégante, la striation trans- 
versale de la substance contractile. On choisit un insecte coléoptère 
(hanneton^ hydrophile, ditique,eic.) auquel on enlève une de ses 
élytres ainsi que l'aile membraneuse correspondante. On incise avec 
des ciseaux forts le protothorax de façon à l'ouvrir largement et à 
mettre à nu les muscles alaire^ qui apparaissent sous la forme d'une 
masse blanchâtre. Placer le tout dans l'alcool au tiers pendant 
24 heures. Puis à Taide des ciseaux courbes, on enlève un fragment 
de ces muscles que l'on dissocie sur une lame en se servant du procédé 
de la demi-dessiccation. Colorer fortement par Vhématoxyline de 
Bœhmer préparée depuis longtemps. Monter dans la résine 
dammar. 

Coupes. — Pour étudierles rapports des faisceaux musculaires, on 
aura recours à la méthode des coupes. Il faut pour obtenir de bonnes 
préparations, maintenir le muscle dans son extension naturelle pen- 
dant qu'on fait agir le réactif fixateur et choisir un muscle dont les 
faisceaux soient parallèles entre eux. Nous conseillons de prendre le 
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muscle couturier. On place le train postérieur de la grenouille 
débarrassée de sa peau, dans la solution de bichromate à 2 p. 100. 
Au bout de 10 jours enlever le muscle^ laver comme il a été dit plus 
haut, et durcir par Taction successive de la gomme et de Talcool (1). 
Colorer les coupes par l'hématoxyline et Téosine et conserver dans la 
résine. On peut également placer le train postérieur d'un rat dans le 
bichromate, mais il est préférable de tendre le muscle couturier, enlevé 
à un sujet que Ton vient de sacrifier, sur une plaque de liège que l'on 
fait flotter sur le liquide Gxateur. Pour le reste agir comme pour le 
couturier de la grenouille. Il est indispensable de faire des coupes 
d'un muscle de la grenouille et d'un muscle de mammifère, parce 
que la disposition des noyaux y est différente (2). 

Pour voir les disques de Bowmann, on peut faire macérer un 
petit muscle dans de Tacide acétique dilué (1 c. c. d'acide acétique pour 
400 gr. d'eau) et dissocier sur une lame à l'aide des aiguilles ; mais il 
est plus commode d'employer la technique indiquée par le professenr 
Ranvier. Enlever un muscle à un mammifère que l'on vient de sacri- 
fier et le coucher sur la boite à congélation du microtome Malassez 
parallèlement à l'axe de ses faisceaux. Les coupes faites parle procédé 
de congélation au chlorure de méthyle doivent être très minces et 
bien orientées dans le sens longitudinal. On les dissocie, sur une lame, 
dans une goutte de picro-carmin. 

Vaisseaux des muscles striés, — Injecter un animal avec une 
masse au bleu de Prusse comme il sera dit plus haut, choisir un mus^ 
cle à faisceaux bien parallèles et faire des coupes longitudinales et 
transversales après fixation par le bichromate et durcissement par l'ac- 
tion successive de la gomme et de l'alcool; conserver dans la résine 
dammar. On pourrait, au lieu de faire des coupes, prendre un muscle 
mince et transparent de la grenouille (un muscle de l'abdomen) 
l'étaler sur une lame et le monter à plat dans la résine dammar. 

Terminaisons nerveuses dans les muscles, — On devra étu- 
dier les terminaisons nerveuses des muscles chez les articulés, chez 
les batraciens anoures et chez les mammifères ou les reptiles. 
On choisira de préférence la grenouille et le lézard. 

Chez une grenouille que l'on vient de sacrifier on enlève un muscle 

(1) On fera des coupes longitudinales et transversales. Ces dernières sont les pins 
tnstmctives. 

(2) Voir Ranvier. Traité technique. 
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peaucîer que Ton tend sur un petit fragment de liège avec des piquants 
de hérisson. On les place pendant cinq minutes dans du jus de citron 
fraîchement exprimé et filtré sur de la flanelle, on lave rapidement et 
on porte le muscle dans une solution de chlorure d'or à 1 p. 100 (vingt 
minutes). Laver de nouveau pendant une seconde, réduire à Tchscu- 
rite dans Tacide formique au quart. Le lendemain, la réduction étant 
complète, on peut monter le petit muscle dans la glycérine formique . 
Pour étudier les plaques motrices du lézard, on enlève à Taide des 
ciseaux courbes un fragment d'un muscle quelconque que l'on traite 
par le jus de citron et par le chlorure d'or comme il a été dit pour 
le muscle peaucier de la grenouille. Dissocier sur une lame et monter 
dans la glycérine formique. On peut encore employer le procédé sui- 
vant : Mélanger 4 parties de chlorure d'or avec 1 partie d'acide for- 
mique. Faire bouillir et laisser refroidir. Placer un petit fragment 
de muscle dans 2 c. c. de chlorure d'or pur et ajouter peu à peu 
quelques c. c. d'or bouilli avec l'acide formique. Réduire dans Taeide 
formique au quart : 

Eau distillée 4 

Acide formique 1 

Dissocier sur une lame et monter dans la glycérine formique. Ces 
procédés (jus de citron et or bouilli), qui fournissent des résultats 
remarquables sont dus, tous les deux, au professeur Ranvier (1). 



§ 2. — TISSU MUSCULAIRE LISSE 

Il n'y a pas d'objet d'étude plus élégant et plus commode pour 
l'étude des fibres lisses que la vessie de la grenouille. Après avoir 
immobilisé une grenouille par la section du bulbe placer une forte 



(l) n existe une expérience classique de Banvier pour étudier Tunion des muscles et 
des tendons que tout jeune hlstologiste doit répéter. On plonge dans de Teau chauffée h 
55" C. une fiP'enouiUe vivante que l'on j abandonne pendant 20 minutes. I^r:}que l'on 
enlève la grenouille du bain qui s'est lentement rsfroldi elle est entièrement rigide. Il 
8ufl9t d'exercer une légère traction snr la peau pour l'enlever ; les muscles* se dissocient 
avec une facilité surprenante et si l'on dissocie un faisceau adhérent à son tendon, en 
ayant soin d'appliquer les aiguilles sur ce dernier, on voit que le sarcolemme reste 
adhérent aux fibres tendineuses, tandis que la substance musculaire s'en est détachée 
et s'est retirée dans sa gaine. 
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ligature sur l'orifice du cloaque, ouvrir la cavité abdominale à sa partie 
inférieure, chercher Textrémité supérieure du rectum que Ton sec- 
tionne. Introduire la canule d'une seringue, chargée d^alcool au 1/3 
ou de bichromate d'ammoniaque, dans le bout inférieur de Tiutestin 
et pousser doucement le piston. La matière à injection pénétre dans 
la cavité du cloaque ou elle est maintenue par la ligature et remonte 
dans la vessie quelle distend. On s'arrête avant que la tension soit 
suffisante pour produire une rupture de la vessie. Placer, ensuite, une 
ligature au-dessous de la canule, réséquer en une seule pièce la vessie, 
le rectum, et les membres postérieurs que Ton abandonne jusqu'au 
lendemain dans un cristallisoir rempli du liquide qui a servi à faire 
l'injection. On enlève la vessie, fixée à l'état d'extension, on la 
fend puis on la tend au fond d'un cristallisoir plein d'eau la face 
interne en haut et on brosse avec un pinceau jusqu'à ce que tout 
l'épithélium ait été enlevé. On la porte alors sur une lame de verre 
sur laquelle on l'étend, la face interne en haut, en se servant du pro- 
cédé de la demi-dessiccation. Coloration à Thématoxyline et à l'éosine, 
conservation dans la résine dammar. 

Dissociation du tissu musculaire lisse. — La préparation 
précédente permet d'observer des cellules musculaires lisses presque 
entièrement isolées ainsi que des cellules réunies en faisceaux. Il con- 
vient cependant de compléter les renseignements qu'elle fournit, par 
l'emploi de quelques autres méthodes. 

Un fragment de tissu enlevé avec des ciseaux courbes à la tunique 
musculeuse de l'intestin est placé dans une goutte de potasse à 40 
p. iOO, Au bout de quelques minutes on dissocie avec des aiguilles. 
Recouvrir d'une lamelle et examiner dans la potasse. Cette prépara- 
tion ne se garde pas. 

Pour avoir des préparations permanentes de cellules musculaires 
entièrement dissociées, il convient d'avoir recours au procédé suivant : 
On résèque, sur un lapin, une anse d'intestin grêle qu'on ferme à un 
bout avec une ligature ; par l'autre bout, on injecte une solution de 
bichromate d'ammoniaque à 2 p. 100. Lorsque l'anse est suffisamment 
distendue on place une ligature au-dessous de la canule et on la porte 
dans un bain de la même solution où on l'abandonne pendant un ou 
deux jours (1). On fend ensuite l'anse intestinale et on la lave dans 

(1) Banvieb. Traité technique. 
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Peau que Ton renouvelle plusieurs fois i24 heui^s). A Taidc dos pinces 
on arrache facilement un fragment de la musculeuse que l'on dissocie 
sur une lame dans une goutte d'eau. Coloration au pioro-carmin dans 
la chambre humide (12 heures) conservation dans la glycérine. Si Ton 
veut bien observer les noyaux on remplacera le picro-carmin par le 
carmin aluné qu'on fera agir pendant une ou deux heures. 

Coupes de muscles lisses, — Fixer une anse intestinale par 
de l'alcool fort en la remplissant comme il a été dit pour la prépara- 
tion précédente. Durcir par Taclion successive do la gomme et de Tal- 
cool.Coloration par le picro-carniinate,conservation dans la glycérine. 

Vaisseaux des Tnuscles lisses. — Sur un lapin dont on a in- 
jecté le système vasculaire avec une masse au bleu de Prusse on 
résèque une anse d'intestin grêle que Ton place dans une solution de 
bichromate à 2 pour 100. Après un jour ou deux de macération on 
enlève à Taide du scalpel et de la pince un fragment aussi mince que 
possible de la tunique musculeuse. Laver, colorer avec l'hémaloxyline 
de Ranvier. Examiner à plat dans la résine dammar. 

Nerfs des muscles Hases. — C'est à la vessie de la grenouille 
qu'il faut s'adresser pour obtenir une préparation démonstrative des 
terminaisons nerveuses dans les muscles lisses. Le procédé est 
extrêmement simple : On distend avec du chlorure d'or bouilli avec 
de l'acide formique la vessie d'une grenouille en employant le procédé 
indiqué plus haut. On place une ligature et on enlève la vessie que 
l'on abandonne pendant 25 minutes dans la solution d'or. Puis on 
fend la vessie, on la lave dans l'eau distillée et on réduit à l'obscurité 
dans l'acide formique au quart (24 heures). Etendre la membrane, la 
face interne en haut, brosser légèrement au pinceau pour chasser 
l'épithélium, monter dans la glycérine formique (1). 

Pour terminer l'étude des tissus, nous aurons encore à passer 
en revue les procédés techniques employés pour déterminer la 
structure des épithéliums et du tissu nerveux. Les épithéliums de 
revêtement et les glandes trouveront leur place dans la description 
que nous ferons des différents organes de l'économie, les éléments 
nerveux seront étudiés avec plus de fruit quand nous aborderons 
Tétude du système nerveux. 

(1) On peut activer la rédaction en chauffant l'eau aciâuléé dans laquelle est placée 
la pièce. — Hexocque. Distribution des nerfs dans les muscles lisses. 
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Exposer aux vapeurs d'acide osmîque (ô minutes) » colorer au carmin 
aluné, couvrir d'une lamelle, conserver dans la glycérine neutre que 
Ton substitue lentement au carmin aluné. Cette préparation montre 
d'une façon remarquable les formes variées des noyaux. Si l'action' 
de l'osmium a été prolongée, les granulations graisseuses, que l'on 
trouve dans les globules blancs, sont colorées en noir. 

6. — Une goutte de lymphe est placée sur une lame, couvrir d'une 
lamelle sous laquelle on fait passer du sérum fortement iodé ou de la 
solution d'iode iodurée. Les globules lymphatiques se colorent en 
brun acajou. Un certain nombre d'entre eux laissent échapper des 
boules sarcodiques présentant cette coloration que l'on considèr e 
comme caractéristique de la substance glycogène. 

c. — Dans une troisième préparation, on étudiera l'action de l'eau 
sur les cellules lymphatiques, Ces globules examinés dans le sérum, 
apparaissent uniformément granuleux et ne laissent pas voir leurs 
noyaux. Si l'on fait arriver de l'eau sous la lamelle, le protoplasma se 
gonfle, devient transparent ; le noyau devient apparent et montre ses 
formes bizarres. 



3. — EXAMEN DE3 PROPRIÉTÉS MIGRATRICES 



Il existe un grand nombre d'expériences faites pour démontrer 
les propriétés migratrices des globules blancs ; nous décrirons seule- 
ment celles qui, tout en étant démonstratives, nous paraissent faciles 
à répéter. 

a. — Tailler un petit cylindre de moelle de sureau que l'on introduit 
dans le sac dorsal d'une grenouille. Retirer le cylindre au bout de 
24 heures et le fixer par les vapeurs d'acide osmique. Couper per- 
pendiculairement à la base du cylindre, et examiner dans l'eau. 
Pour rendre la préparation persistante, colorer au carmin aluné et 
monter dans la glycérine. Les cellules des couches superficielles 
présentent seules des expansions amiboïdes ; celles des parties cen- 
trales sont revenues à la forme ronde et ont subi la dégénérescence 
graisseuse ; ce sont des éléments morts, analogues aux globules du 
pus. Cette expérience prouve que l'oxygène est nécessaire a l'ac- 
, tivité amiboide des cellules lymphatiques ; là où ce gaz fait défaut 
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(au centre du bâton de moelle), l'activiié amibolde s'arrête et la cellule 
meurt (Ranvier, Traité technique). 

b. — L'absorption des matières pulvérulentes par les globules blancs, 
représente une modalité de Tactivité amiboïde que l^n observera dans 
l'expérience suivante. Triturer, dans un peu d'eau, du vermillon ou du 
bleu d'aniline insoluble dans Teau jusqu^à ce que la matière colorante 
soit réduite en poudre impalpable. Injecter, dans le sac dorsal de la 
grenouille, un centimètre cube d'eau à laquelle on aura ajouté une 
petite quantité de la solution précédente (1). Au bout de quelques 
heures, les cellules lymphatiques du sac dorsal, présentent des granu- 
lations de matière colorante. 

c. — C'est en examinant les globules blancs dans leur propre plasma, 
après avoir déposé une goutte de lymphe dans la chambre humide 
porte-objet, que l'on observera les mouvements amiboïdes dans leur plus 
grand développement. L'expérience est relativement longue, aussi, il 
convient de fixer la lamelle à l'aide d'une bordure de parafGne qui 
empêche Tévaporation. Il faut employer un grossissement de 300 dia- 
mètres^ et tixer spécialement un globule parmi ceux qui occupent le 
champ du microscope. Nous conseillons de dessiner à la chambre 
claire, les contours de la cellule, au commencement de l'observation, 
et de refaire plusieurs fois le dessin du même élément, en espaçant 
chaque examen de cinq en cinq minutes. En comparant les images, 
on se rendra mieux compte des modifications qui surviennent dans 
la forme et dans les dimensions de la cellule. Si on examine cette 
même préparation au bout de trente-six heures, on voit que les cel- 
lules lymphatiques sont revenues à la forme ronde et ne sont plus le 
siège d'aucun mouvement amiboïde. Il suffit d'enlever la bordure de 
paraffine et de soulever la lamelle de manière à introduire un peu 
d'air pour voir les mouvements amiboïdes recommencer (Ranvier). Si 
on porte la préparation précédente sur la platine chauffante, on cons- 
tate que les mouvements amiboïdes sont activés entre lO^ et 20». A 
une température plus élevée (42o), les cellules lymphatiques sont 
frappées d'inertie. 

Nous avons peu de chose à ajouter sur l'examen des globules blancs 
des vertébrés à sang chaud. On puisera la lymphe chez le lapin dans 
les parties déclives de l'une des séreuses viscérales, le péricarde, la 

(1) Pour parler exactement^ la matière colorante n'est pas en loliitiou, mais en sns- 
pentUm dans l'ean. 
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plèvre ou le péritoine. On se servira d'une pipette mousse et on aura 
bien soin de ne point la mélanger à du sang. C'est pour ce motif qu'il 
faut employer le fer rouge pour faire les incisions destinées à conduire 
la pipette dans ces cavités (1). 

Les observations que nous avons conseillées de faire sur la lymphe 
de la grenouille seront minutieusement reproduites. Il faut seulement 
remarquer que l'activité amiboide ne s'exerce qu'à une température 
voisine de celle de l'animal. Les globules du lapin commencent à 
montrer des prolongements à 2(y* G. mais c'est à 33^ que leur activité 
est à son maximum (Ranvier) (2). 

(1) On se Berrlra du thermooftatère on h défont de cet instnunent d'une tige en fer 
que l'on ohaaflera au rouge tornbre i, l'aide d'un bec Bnnaen. 

(3) Nova reproduisons plus loin l'expârienoe do Oonheim qui fournit un exemple re- 
marquable de l'actlvitë migratrice des globules blancs. 
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pêcher Févaporation. Cette préparation faîte successivement avec du 
sang de mamnifère et avec du sang de grenouille, montrera la diffé- 
rence de forme des globules rouges (1). En examinant pendant quel- 
ques minutes on verra se produire V empilement des globules à la 
façon des pièces de monnaies. Au bout d'un certain temps, la plupart 
des globules perdent leur forme, deviennent irréguliers sur leurs bords 
ce sont des globules crénelés. 

Pour faire agir les réactifs sur les globules rouges il est bon d'em- 
ployer le dispositif suivant : on place une goutte de sang sur une 
lame de verre, et on couvre d'une lamelle qu'on fixe à ses quatre an- 
gles à l'aide d une goutte de paraffine. Cela fait on dépose une goutte 
de réactif sur l'un des bords de la lamelle et on aspire sur l'autre bord 
à l'aide d'une languette de papier buvard. On étudie ainsi l'action de 
l'eau et de la bile. 

On peut se servir d'eau pure ou mieux d'eau chargée d'une très 
faible quantité d'éosine (Renaut), on observe sur cette préparation la 
déformation et la décoloration des globules qui prennent la forme 
sphérique. Si Fon fait l'expérience sur dès globules de grenouille » 
on assiste à la sortie du noyau et à la déformation dite retournement 
en calotte, le globule ressemble à une balle de caoutchouc que l'on 
aurait déprimée d'un côté. Quand l'action de Peau à été suffisamment 
prolongée, les globules sont devenus invisibles, on dirait qu'ils se sont 
dissous dans le liquide. En réalité le protoplasma s'est tellement 
gonflé que sa transparence est devenue trop grande, on peut les ren- 
dre de nouveau visibles en faisant passer sous la lamelle une subs- 
tance avide d'eau de la glycérine éosinée par exemple (Renaut). 

On obtient facilement une petite quantité de bile en enlevant la 
vésicule biliaire d'une grenouille que l'on vient de sacrifier. La bile 
dissout entièrement les globules rouges. 

On étudiera, ensuite, l'action de la chaleur sur les globules en 
employant le procédé, si commode, du professeur Ranvier. On touche, 
avec une barre d'étain chauffée jusqu'à ce que son extrémité subisse 
un commencement de fusion, une lame de verre sur la face opposée 
de laquelle on a placé une goutte de sang en ayant soin d'établir le 
contact à l'endroit qui répond au centre de la goutte. On examine 
les différentes zones de la goutte en s'éloignant progressivement du 

(1) Ce qne nons avons dit des oellales de la lymphe est appUcable aux globules 
blancs du sang. 



I 



PRÉPARATIONS PERMANENTES DU SANG 97 

point central (1), on peut encore, suivant la méthode de Max. Schultze 
placer une préparation de sang sur la platine chauffante qu'on porte 
à une température de 65<^. Tous les globules se dissolvent dans le 
plasma. 



§ 3. — PRÉPARATIONS PERMANENTES DU SANG 

Après cette étude expérimentale des propriétés du globule rouge 
on fera quelques préparations permanentes du sang. Nous indi- 
querons deux procédés de fixation qui fournissent, tous les deux, des 
résultais remarquables : la chaleur et Vacide osmique en vapeurs. 

Étaler à Taide d'une baguette de verre, promenée à plat sur la 
lame, une goutte de sang que Ton réduit ainsi en une couche aussi 
mince que possible. Passer la lame, à plusieurs reprises, sur la 
flamme d'une lampe à alcool jusqu'à dessiccation complète. Les glo- 
bules fixés dans leur forme et dans leurs dimensions naturelles, 
adhèrent à la lame. 

Placer une mince couche de sang sur un porte-objet que l'on expose 
pendant dix minutes aux vapeurs d'acide osmique en le retour- 
nant sur un flacon à large ouverture. On pourrait encore employer 
l'osmium à l'état de solution en mélangeant une goutte de sang à 
une goutte d'acide osmique à 1 p. 100. 

Les globules de la grenouille fixés par Faction de la chaleur, peu- 
vent être teints à l'aide de l'éosine et du vert de méthyle. On colore 
pendant trois minutes avec quelques gouttes de la teinture suivante : 

Éosine 2 

Eau 50 

Alcool 50 

Ihire dissoudre l'éosine dans Veau et ajouter l'alcool. 

Laver légèrement et colorer pendant deux minutes avec une solution 
aqueuse de vert de méthyle. Laver, faire sécher et conserver dans la 

(1) On voit dans cette préparation : au centre, une zone dans laquelle les globules 
ont été dissous ; plus en dehors, une zone oh les globules ont expulsé leur noyau ; 
plus en dehors encore, une zone de globules déformés, retournés en calo tte ou cré- 
nelés. 

BONEVAL. — TECaKIQUB MICROSCOPIQUB. 7 
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résine après avoir éclairci par l'essenee de bergamote. Les globules 
sont colorés en rouge, les noyaux et les leucocytes en vert. 

Les globules de la grenouille, fixés par les vapeurs d'osmium, peuvent 
être colorés par le même procédé; les globules de Thomme traités 
par l'osinium seront colorés avec une solution faible d*éosine. Sous Tin- 
fluence de ce réactif, ils prennent une teinte rouge brique caractéris- 
tique de rhémoglobine (Fischer) . 

Quand on veut conserver les globules rouges dans un tissu destiné 
à être débité en coupes, il faut avoir soin d'employer, comme fixateur, 
l'acide picrique ou le bichromate (ï ammoniaque à 2 p. 0/0. 
Après Faction de l'un de ces réactifs on pourra achever le durcis- 
sement par Taction successive de la gom,me et de l'aZcoo^, sans qu e 
les globules rouges soient altérés, ce qui ne manquerait pas d'arriver 
si on fixait le tissu simplement par Talcool. Comme réactif colorant, 
nous conseillons r/iématoxyhne et Téosme, les coupes seront con- 
servées dans la résine dammar. 



§ 4. — CRISTAUX d'hémoglobine 

Il est indispensable de faire une préparation des cristaux d'hé- 
moglobine et d'hémine. 

On doit examiner V hémoglobine chez plusieurs espèces animales, 
parce que les cristaux présentent des formes différentes ; cependant on 
n^obtiendra de bons résultats qu'avec du sang pris sur des animaux 
chez lesquels l'hémoglobine cristallise facilement (cobaye et chien) , 
Voici deux procédés extrêmement commodes pour faire une prépa- 
ration microscopique d'hémoglobine. 

c On ouvre le vaisseau dorsal d'une sangsue oHicinale gorgée de 
sang depuis deux ou trois jours. On prend, avec une pipette, une 
goutte de lymphe que l'on dépose sur une lame. En conservant la 
préparation dans la chambre humide et en la laissant ensuite se des- 
sécher bien lentement, on obtient d'immenses aiguilles cristallines 
rouges se terminant en pointe enchevêtrées les unes dans les au- 
tres (Renaut). 

On peut encore opérer delà manière suivante: on place une goutte 
de sang défibriné sur le porte-objet et on la laisse évaporer jusqu'à ce 
que les bords commencent à se dessécher; on dépose ensuite, au cen- 
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tre, une goutte d'eau et on couvre le tout avec la lamelle de verre. 
Le liquide déborde ainsi au delà de Tanneau d'abord formé et les 
cristaux ne tardent pas à se montrer (Wurlz, Chimie hiologiquey.., 
La recherche de Vhémine présente une certaine importance, 
parce que c'est elle qui sert, en médecine légale, à recottnaitre les 
taches de sang. On place une goutte de sang sur une lame et on 
ajoute une parcelle de chlorure de sodium, puis une goutte d'acide 
acétique glacial. On chauffe pendant quelques instants au dessus de 
la lampe à alcool, jusqu'à ce qu'il commence à se former des bulles de 
gaz. On laisse refroidir et on examine les bords desséchés de la 
goutte à l'aide d'un fort grossissement. 



§ 5. — FIBRINE 

Il est bon, après avoir étudié les globules et la matière colorante 
du sang, d'observer les phénomènes microscopiques de la coagulation 
du plasma. 

L'expérience de Schâfer est très instructive à ce point de vue : Un 
tube capillaire, à parois très minces, ayant été rempli de sang en piquant 
directement une artère de la grenouille, on place ce tube sur la pla- 
tine du microscope, et on examine à un fort grossissement : «( Au 
début les globules rouges remplissent^la lumière du tube. Au bout de 
quelques minutes, on voit que la coagulation s'est effectuée, et que la 
masse cylindrique, dans laquelle sont emprisonnés les globqles, est 
séparée du verre par un espace transparent qui ne renferme aucun 
globule. Puis les globules blancs commencent à sortir du coagulum et 
nagent dans le sérum. En voyant l'activité des mouvements amiboldes 
des globules, on serait tenté de leur attribuer la sortie de ces élé- 
ments anatomiques hors du caillot, mais ce n'est là qu'une fausse 
apparence comme le démontre ce qui suit. Peu de temps après (d'or- 
dinaire environ quarante-cinq minutes après le début de l'observation), 
les globules rouges commencent à présenter le même phénomène. Ils 
s'échappent en si grand nombre des bords toujours très nets du caillot, 
que le liquide en est bientôt rempli et que l'examen microscopique 
n'est plus possible. Si on enlève maintenant le tube de dessus la pla- 
tine du microscope, et qu'on le place verticalement, on voit, au bout 
de quelque temps, les globules se déposer au fond en laissant au des- 
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SUS d'eux un espace clair rempli de sérum. On serait disposé de con- 
sidérer ce phénomène comme une dissolution du coagulum ; mais 
l'apparence est trompeuse, car si l'on chasse le contenu du capillaire 
dans un verre de montre en soufflant fortement à Tune de ses extré- 
mités, on voit le caillot sous la forme d'un mince cordon de fibrine 
flottant dans le liquide. Il ne s'agit donc pas d'une dissolution secon- 
daire du caillot, mais de la simple contraction du réseau de fibrine 
dont les mailles deviennent progressivement trop étroites pour con- 
tenir le sérum et les globules primitivement emprisonnés dans le 
coagulum primitif » (1). 

Pour étudier le réseau de fibrine produit par la coagulation, on 
emploiera le procédé suivant : Une goutte de sang de grenouille ou 
de mammifère est placée sur une lame et abandonnée à la coagulation 
dans la chambre humide. Quand le sang est pris en gelée, et qu'on 
peut retourner la lame sans que la goutte de sang se déplace, on plonge 
la préparation dans un cristallisoir rempli d'eau filtrée. Bientôt la 
goutte de sang se décolore ; on enlève doucement la lame et on co- 
lore avec la solution d^iode iodurée ou avec Véosine, Couvrir d'une 
lamelle et examiner dans la solution colorante. Les préparations colo- 
rées avec l'iode, ne se conservent pas ; si on vent rendre persis- 
tante la préparation colorée par l'éosine, on fait passer sous la lamelle 
une goutte de glycérine salée légèrement éosinée (2). 



§ 6. — NUMÉRATION DES GLOBULES 

Nous terminerons l'étude technique du sang par la description de 
deux méthodes employées pour la numération des globules du sang : 
la méthode du D' Malassez et celle du D' Hayem. 

Méthode du D»* Malassez, — Les appareils dont on se sert dans 
cette méthode sont au nombre de deux : Une pipette graduée ou 
mélangeur Potain et une chambre humide graduée. 

Le mélangeur Potain se compose d'un tube de verre de calibre 
très étroit dans lequel on peut distinguer trois parties : le tube de 

(1) HuRDON Saitdersok. Laboratoire de physiologie. 

(2) La glycërine Bolée qni conserre fort longtemps les couleurs d'aniline, se prépare 
de la manière suivante : Agiter 40 grammes de glycérine avec un excès de chlorure 
de sodium. Laisser déposer et décanter. 
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prise allongé et termiDé en pointe ; le réservoir ayant la forme 
d'uae ampoule dans laquelle se trouve une petite boule en Terre 
parfaitement mobile ; le lube d'aspiration auquel on adapte ud petit 



.nsenr POTllK. 
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tuyau de caoutchouc. Cet appareil est gradué de telle sorte que le 
réservoir présente une capadté cent fois plus grande que l'étendue 
du tube de prise depuis l'ampoule jusqu'à l'extrémité de la pointe. Un 
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Irait |>lacé de chaque cAté du réservoir, indique exacleinent le poîat 
011 les proportions se trouvent exactes. 

La chambre humide graduée du D' Malassez est formée d'une 
lame luélallique au milieu de laquelle se trouve une ouverture daosla* 
quelle on a serli un disque de verre. En dehors de ce disque se trouvent 
trois vis dont la pointe dirigée en haut fait une saillie qu'il est possi- 
ble de régler malhéinatiquemeul. Sur le disque on a gravé uu réseau 
formé de reutaogles ayant 1/5 """ d'un cûlé et 1/25 de l'autre ce qui 
donne pour l'évaluation de leur surface 1/20 de inillimélre carré. 




(^nq rectangles sont subdivisés en vingt petits carrés qui serviroâI~ 
plus spécialement à la numération des globules rouges. Un com- 
presseur métallique destinée à appliquer exactement une lamelle 
couvre-objet sur les vis, se trouve annexé à l'appareil. Quand les 
vis font une saillie de 1/5 de millimétré au-dessus de la lame le 
Tolume d'un liquide, placé dans un des petits rectangles, sera de 1/100 
. de millimètre cube 

Ceci connu \oici comment il confient de ptocédir pour compter les 
globules. 

Après avoir placé une ligature au niveau de la dernière phalange 
d'un doigt de façon a entraver la circulation de retour on pique la 
peau au voisinage de I ongle On aspire le sang dans le mélangeur 
jusqu'au trait situi immédiatement au dessous du réservoir, puis on 
achève de remplir ce derniei jusqu au trait supérieur a\ec un sérum 
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Ceux-ci ÉUDt au nombre de lOU répondent à un millimètre cube du 
mélange, il suffira donc de multiplier le nombre obtenu par le titre de 
la dilution (1) pour avoir le résultat cherché (2). 

Le D' Hayem emploie une cellule circonscrite par une lamelle 
de verre qui a été amincie de telle sorte que sa hauteur mesure I 5 
de millimètre. 

On dilue le sang soit avec le sérum arlIGciel dont la composition a 
été indiquée plus haut, soit avec uu liquide séreux, celui de l'ascite 
par exemple. Pour obtenir le mélange on aspire avec une pipette 
^ millim. cubes de sang puis ou le porte dans une petite éprouvette 




contenant 500 millim. cubes de sérum. Il sulfit de souffler dans le 
tube de caoutchouc que porte la pipette pour faire tomber le sang au 
Tond de l'éprouvette et en aspirant deux ou trois fols de suite un peu 
de sérum qu'on repousse aussitôt, on vide facilement tout le tube ca- 
pillaire. Un introduit alors, dans la petite éprouvette contenant le sang, 
un agitateur terminé par une petite palette et on imprime à eette 
baguette de verre un mouvement de va-et-vient rapide jusqu'à ce que 
le mélauge soit bien homogène. On dépose alors une goutte de ce 
mélange dans la cellule calibrée de Hayem et ou couvre d'une la- 
melle de verre très plane que l'on unit à la cellule en mettant un peu 
do salive sur les bords de la préparation ; le liquide visqueux s'inHItre 
entre les deux plaques et s'oppose, à la fois, au glissement de la lamelle 

0) On cniaprcnll (ita lilcn guc le pein dodiIhe dea gloliulea blana «Igc cctt£ oiKt. 



CHAPITRE SEPTIEME 






t 

t. 



■ I 



/ 



SYSTEME CIRCULATOIRE 



§ 1. — COEUR 

t, . - 1. nijcKsarde. — On étudiera les cellules musculaires du cœur chez 

la grenouille et chez un mammifère. Le meilleur moyen, pour les iso- 
ler, consiste à dissocier un fragment du myocarde enlevé à une oreil- 
lette, en se servant de la potasse à 40 p. 100. Ce procédé fournît 
des préparations admirables, mais il est impossible de les conserver. 
Pour avoir une préparation persistante il faut faire macérer un frag- 
ment d*oreillette dans le sérum iodé faiblCy comme il a été indiqué 
plus haut, et dissocier avec des aiguilles sur une lame. Coloration au 
picro-carminale et conservation dans la glycérine tbrmique. On 
choisira un cœur de mouton pour observer les cellules de Purkinje 
et on emploiera la technique indiquée par Ranvier dans son Traité 
technique (page 535). On circonscrit, par deux incisions superficielles, 
un carré d'endocarde qu'on enlève avec un rasoir en ayant soin d'em- 
piéter le moins possible sur le myocarde. On divise ce fragment en 

- deux : une portion est soigneusement étendue sur un porte-objet la 

face interne en haut, s*îl reste peu de fibres du myocarde on colore par 
le picro-carmîn et on monte dans la glycérine; si, au contraire les 
fibres du myocarde existent en grand nombre et masquent les fibres 
de Purkinje^ on s'en débarrasse à Taide du pinceau et des pinces 

] . avant d'exécuter la préparation que nous venons d'indiquer. La seconde 

portion étant régulièrement étendue sur une autre lame on laisse 
tomber une goutte de potasse à 40 p. 100 et on couvre d'une lamelle. 
Il suffit d'appuyer avec une aiguille pour déterminer la dissociation 
des cellules qui forment les fibres de Purkinje. 
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On achèvera Tétude du muscle cardiaque en faisant des coupes per- 
pendiculaires à Taxe de ses faisceaux. U acide picrique et le bichro- 
mate d'ammoniaque conviennent très bien pour fixer ce tissu. Dur- 
cir par Faction successive de la gomme et de Talcool. Les coupes, faites 
après le bichromate, seront colorées par r/iémaioxyHne et Véosine 
et conservées dans la résine dammar. Après Vacide picrique colorer 
au picrO'Carminate et conserver dans la glycérine formique. 

2. Endocarde et iralvnles. — L'endocarde sera avantageuse ment 
étudié sur des coupes du myocarde pratiquées perpendiculairement à 
la face interne du cœur. La pièce sera fixée et durcie par l'action suc- 
cessive de Tacide picrique de la gomme et de l'alcool. Coloration au 
picro-carmin et conservation dans la glycérine acide. Pour voir Ten- 
dothélium endocardique on choisira de préférence le cœur du rat ou 
du lapin : Injecter par Tune des veines une solution de nitrate d^ar- 
gent à 1 p. 300 jusqu'à ce que le liquide revienne par les artères. 
Quand la face interne du cœur a été bien lavée par le sel d'argent 
on ouvre cet organe dans un cristallisoir rempli d'eau distillée et ex- 
posé à la lumière directe du «oleil. Après quoi on enlève, à l'aide d'un 
rasoir en coupant parallèlement à sa surface, un fragment d'endocarde 
qu'on étale sur une lame la face interne en haut. Colorer au car- 
min aluné, laver, déshydrater par l'alcool absolu, éclaircir par l'essence 
de girofle et conserver dans la résine' dammar. 

On étudiera, par le même procédé, l'endothélium des valvules. Pour 
voir la disposition des couches conjonctives qui forment la charpente 
de ces dernières on procédera de la manière suivante : On étend une 
valvule sur une plaque de liège en piquant ses bords avec des épingles 
et on place le tout dans une cuvette remplie d'acide picrique. Au bout 
de 2 heures on enlève les épingles et on achève la fixation de la val- 
vule, qui ne se déforme plus, en la jetani directement dans le liquide 
fixateur (6 heures). Après quoi on durcit la valvule par l'action succes- 
sive de la gomme et de l'alcool. Coupes parallèles et perpendiculaires 
à son axe exécutées à l'aide du -microtome Ranvier. Coloration au 
picro-carminale. Examen dans la glycérine acide. 
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§ 2. — ARTÈRES 

Il est indispensable de faire des préparations avec une artère appar- 
tenant au type élastique et avec une artère du type musculaire. On 
choisira Vaorte et la fémorale de Thomme. 

Coupes, — On commencera par exécuter des coupes sur les- 
quelles on étudiera la disposition et la structure générale des trois 
tuniques. Après avoir enlevé la plus grande partie du tissu cellulaire 
qui double la face externe de l'aorte, on fend cette artère avec des 
ciseaux qu'on dirige parallèlement au grand axe du vaisseau. On en 
résèque un petit rectangle que Ton oriente de telle sorte que son 
grand côté soit perpendiculaire à la lumière du vaisseau. Ce sera un 
moyen de se rappeler plus tard dans quels sens on doit orienter les 

r coupes. Si l'on veut des coupes parallèles à l'axe de l'artère on sec- 

tionnera parallèlement au petit côté ; si, au contraire, on veut des cou- 
pes perpendiculaires on portera le rasoir parallèlement au grand côté. 

; Cette recommandation, qui semble puérile, présente une grande im- 

portance, car si l'on coupait un morceau quelconque de l'artère on 
oublierait fatalement dans quel sens la section a été faite. Par suite, 
les coupes, mal orientées, ne fourniraient que des résultats médiocres. 
On traitera l'artère comme il a été dit pour les valvules. (Fixation 
par l'acide picrique après extension sur du liège; durcissement par 
la gomme et l'alcool.) Les coupes exécutées au microtome Ranvier (1) 
seront fortement colorées par le picro-carminate, lavées et montées 
dans Teau. On fera passer sous la lamelle le liquide suivant dont la 
formule a été donnée par le professeur Ranvier. 

Glycérine 60 

Acide formique 1 

Solut. saturée d'acide picrique 50 

Pour dissocier les cellules musculaires de la tunique moyenne 
on fait macérer un fragment d'aorte dans l'alcool au 1/3 (24 heures) ; puis 
à l'aide des ciseaux courbes, on retranche un petit fragment de la tuni- 
que moyenne que l'on dissocie sur une lame en se servant des aiguil- 

(l) Lescoaix» parallèles à l'axe de l'artère sont de beaucoup les plus instructives. 







instrument de la contenance de 250 grammes envirati. Les cannles 
devront s'adapter à ta seringue par frottement, celles qui se vissent au 
corps de l'instrument sont détestables. Il est bon d'avoir à sa dispo- 
sition un jeu de canules cylindriques présentant, k leur extrémité 
libre, une gorge ou un arrêt pour fixer la ligature. 
La seringue est un instrument peu encombrant, mais coûteux, aussi 
s décrirons un appareil agression continue que tout travailleur 
peut construire lui-même à peu de frais. Du reste il fournira, entre 
s des commençants, de meilleurs résultats que la seringue. On 
prend un tlacon à trois tubulures de la contenance de trois cents cent. 
cubes environ. On adapte à l'une des tubulures, une poire en caout- 
chouc semblable à celle que l'on emploie dans le pulvérisateur de 
Richardson. L'autre tubulure porlera un tube courbe en U qui sf 
de manomëli'e a air libre. La troisième tubulure portera un tube de 
verre plongeant jusqu'à ia partie inférieure du flacon. C'est à ce tube 
que l'on adaptera un tube de caoutcbouc destiné à porter tes canules. 
Celles-ci pourront être des canules métalliques ordinaires, mais il est 
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préférable de fabriquer soi-même des canules en verre. On étire à la 
lampe un tube de verre comme si Ton voulait faire une pipette en 
ayant soin toutefois de laisser, dans la portion étirée du tube, une pe- 
tite ampoule. On casse le tube au niveau de Tampoule et on passe 
l'extrémité libre de celle-ci sur la meule ou sur la pierre à aiguiser 
de façon à former un biseau. On se trouve ainsi en possession d'une 
canule dont la pointe est renflée et taillée en biseau, circonstances 
qui favorisent considérablement l'introduction et le maintien de la 
canule dans le vaisseau. Si la pointe de la canule aété rendue rugueuse 
par le frottement de la pierre on la passera dans la flamme d'une 
lampe à alcool de façon à fondre légèrement ses lèvres. 

Deux grands cristallisoirs, deux ou trois pmces à forcipres- 
sure, une aiguille courbe de Dechamps; un écheveau de fil 
de lin, compléteront le matériel indispensable pour faire une injection. 

Masse. — Il existe un nombre considérable de masses à injection, 
nous ne pensons pas qu'il soit nécessaire de les décrire toutes ici (1). 
Nous choisirons les deux masses le plus souvent employées; la masse 
de gélatine au bleu de Prusse et la masse au carmin ; et même 
nous conseillerons aux débutants de n'employer que la première. 

Masse aubleu de Prusse soluble» — On trouve chez les marchands 
d'articles de microscopie du bleu de Prusse soluble convenablement 
préparé. Si Ton désire le préparer soi-même on emploiera le procédé 
de Ranvier. 

Faire les deux solutions suivantes. 

j j Eau distillée 1000 gr. 

1 Sulfate de fer 50 gr. 

2 jEaudistUlée 1000 gr. 

iFerrO'Cyanuredepotassium. 100 gr. 

Mélanger les solutions (1) et (2). Il se forme un précipité de 
bleu de Prusse insoluble. Jeter le tout sur un filtre et laver le précipité 
jusqu'à ce que le liquide coule bleu au-dessous du filtre. Dessécher 
le filtre, gratter le précipité avec une spatule et conserver pour l'usage. 

Quand on veut faire une injection on fait dissoudre du bleu dans 
l'eau distillée jusqu'à saturation. Il est nécessaire d'observer certaines 
règles si l'on veut obtenir une bonne masse ce qui est indispensable 
pour la réussile de l'injection. On prend 10 grammes de gélatine que 
Ton met à ramollir, pendant 20 minutes, dans de l'eau distillée, on la 
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retire de Teau et od la fait fondre au baîn-marie. D'autre part, on 
chauffe 200 grammes de la solution de bleu dans le même bain-marie 
et quand la température des deux solutions (bleu et gélatine) est 
t^'-; . devenue sensiblement égale on verse le bleu dans la gélatine en re- 

muant constamment avec un agitateur de verre. Use forme un préci- 
pité qui se dissout quand on continue à chauffer. La solution est parfaite 
quand la baguette de verre retirée du liquide ne présente pas de gra- 
nulations bleues à sa surface. Filtrer sur une flanelle et maintenir 
rinjection au bain-marie à la température de 40» jusqu au moment d'en 
faire usage. S'il reste de la masse, une fois l'injection faite, il faut 
ajouter un peu de thymol sans quoi la gélatine se liquéfierait au bout 
de peu de jours et la masse serait perdue. 

Masse au carmin. — La masse au carmin fournit des injections 
très belles, mais la difficulté que l'on éprouve pour la neutraliser 
exactement sans précipiter le carmin, fait qu'on lui préfère la masse 
au bleu de Prusse dans les travaux courants. Voici deux méthodes qui 
permettent d'obtenir une masse suffisament neutre. 

Prendre 250 gr. de gélatine photographique qu'on laisse ramollir 
pendant une demi-heure dans l'eau. On la retire de l'eau et on la fait 
fondre au bain-marie en ajoutant peu à peu 250 gr. de la solution 
suivante : 

rv""» Aiiimoniaque 1 

> ' Eau distillée 4 

■■' ■' i. 

\. ' Carmin q. s. pour que la solution soit saturée. 

» "•■ • 

f;'. "^ . Filtrer pour séparer le carmin en excès. 

I 

^;. ; Neutraliser en ajoutant de l'acide acétique. Il n'est pas nécessaire 

;;* ' de pousser la neutralisation à l'excès car on risquerait de précipiter le 

'/ carmin, ce qu'il faut éviter avant tout. On laisse la masse se solidifier 

2'. . puis on la coupe en morceaux et on la place dans un morceau de gaze 

ou de tulle dont on fait un mouet qu'on brasse dans de l'eau conte- 
nant 1 gr. d'acide acétique par litre. Par suite de la compression la 

^■': masse sort à travers les mailles de la gaze sous forme de vermicelles. 

» ■■ 

5 i' On lave, pendant plusieurs heures, ces vermicelles placés sur un tamis 

\^'._ puis on les fait fondre et on étale la masse fondue sur des plaques de 

'^\. verre ou de parchemin imbibé de paraffine que l'on met à sécher 

' dans un endroit sec. Quand la masse est sèche on la détache du 

papier et on la conserve dans des flacons. Il suffit de ramollir pendant 
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la seringue est dirigée verlicaiement en haut. La grenouiile étant à peu 
près exsangue, introduire la canule par la pointe du cœur jusque dans 
le bulbe aortique, placer une ligature autour de celui-ci pour le main- 
tenir fixé il la canule. Pousser très lentement Tinjection. Quand le 
système vasculaire est rempli (ce que Ton reconnaît à la dîfliculté que 
Ton éprouve à pousser le piston), on place une ligature au-dessous 
de la canule et on enlève cette dernière. La grenouille est ensuite 
placée dans un grand cristallisoir rempli de bichromate d'ammoniaque A 
2 p. 100. Au bout de quelques heures, la gélatine élant coagulée, on 
ouvre Tabdomen pour permettre au liquide fixateur de pénétrer plus 
rapidement. On fera des coupes sur les organes de cette grenouOle 
après durcissement par la gomme et Talcool. Les préparations doi- 
vent être montées dans la résine dammar. 

Injection d'une grenouille avec la solution de nitrate 
d'argent. — Préparer une grenouille comme il a été dit pins haut 
avec cette différence qu'on ne la mettra point dans un bain d*eau 
chaude. Remplir presque entièrement le flacon de l'appareil à pression 
continue avec une solution de nitrate d'argent à 1 p. 500. Faire mar- 
cher la poire de façon à remplir la canule que Ton introduit et que 
Ton fixe dans le bulbe aortique en suivant le procédé indiqué plus 
haut. La pression ne doit pas dépasser 4 centim. de mercure et il 
est nécessaire de la maintenir pendant 15 ou 20 minutes. Le liquide 
balaye ainsi le système vasculaire et ressort par Tespace situé entre 
la canule et les parois du ventricule. 

On ouvre ensuite la grenouille dans une cuvette pleine d^eau dis* 
tiliée et exposée à la lumière directe du soleil. Nous conseillons 
d'examiner, le mésentère, le poumon et la vessie. 

Le mésentère sera étalé sur une lame par le procédé de la demi- 
dessiccation et monté dans la résine ; le poumon et la vessie seront 
fendus dans l'eau distillée, brossés au pinceau pour enlever l'épithé- 
lium, et montés à plat dans la résine, la face interne étant dirigée en 
haut. 

Injection d'un m,ammifère avec la gélatine bleue, — On 
pourra faire l'expérience sur le lapin ou sur le rat. On injectera un 
lapin entier par la carotide ou par la crurale : l'animal ayant été fixé 
sur un appareil à contention (1) et le poil coupé avec des ciseaux, on 

(1) Il est préférable de tuer le lapla par la section da bulbe. 
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dans la portion sous-diaphmgmatique de Taorte. On fixe la caoule 
à l'aide d'une ligature et on pousse Tinjection. Quand la masse revient 
par la veine cave inférieure, on place une pince à forcipressure sur 
cette dernière et on continue à pousser l'injection jusqu'à ce qu'on 
éprouve de la résistance. Cette méthode fournit rapidement une 
injection fort belle de toute la partie sous-diaphragmatique du corps. 

Injection d*un doigt de V homme. — Nous achèverons l'étude 
des injections en indiquant la technique de l'injection d'un doigt de 
l'homme. Il faut choisir un doigt aussi frais que possible ; en hiver 
un doigt enlevé 24 heures après la mort fournit des préparations con- 
venables; en été, il est indispensable de prendre un doigt provenant 
d'une amputation. Chercher une collatérale que l'on isole sur une 
étendue de 1 cent. Placer le doigt pendant 25 minutes dans un bain 
d'eau chaude. On introduit la canule que l'on Gxe, et on pousse l'injec- 
tion. Quand le liquide bleu revient au niveau de l'incision on pose 
à la base du doigt une forte ligature (1) de façon à enserrer tous les 
tissus, puis on continue à presser sur le piston jusqu'à ce que l'on 
sente de la résistance. Il faut 2 ou 3 cent. c. de masse pour faire cette 
injection ; dès que la masse est coagulée, on place le doigt dans le 
bichromate après avoir fendu les tissus. 

CIrculatloii dans les capillaires. — Pour étudier la circulation 
capillaire, on emploie une membrane transparente, telle que la 
langue, la membrane interdigitale, le poumon et le mésentère de 
la grenouille, la queue du têtard, etc.... Nous indiquerons seulement 
les procédés employés pour l'examen du mésentère et du poum,on 
de la grenouille. En les modifiant légèrement le débutant arrivera 
sans peine à les appliquer aux autres organes. 

Avant de faire cette observation, il est nécessaire de curariser 
l'animal. La quantité de curare qu'il faut employer est extrêmement 
variable; cela dépend de la pureté du produit et du volume de l'ani- 
mal. Il est donc indispensable d'expérimenter préalablement la force 
de son curare. On pourra essayer d'injecter : 

Eau 9 gouttes. 

Solution de curare à 1 pour 0/0 1 goutte. 

On introduira ce liquide sous la peau du dos avec une seringue à 

(1) Cotte ligature sera faite soit au moyen d'une grosse ficelle, soit avec un fil de 
laiton serré avec le serre-nœud. 
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verre. Cet anneau, commandé par wie crémaillère, peut descendre 
ou monter au-dessus du porte-objet de façon à diminuer ou à aug- 
menter l'espace qui sépare les deux lames de verre. 

Pour faire l'observation on procédera de la manière smvante : 

1« Curariser une grenouille. 

20 Tuer une seconde grenouille par la section du bulbe ouvrir sa 
cavité abdominale et réséquer une partie du gros intestin. 

3* Enfiler ce gros intestin bien lavé dans la canule de Holmgren 
et le fixer par deux ligatures au niveau des gorges dont nous avons 
parlé. Retraneher les portions de Tintestin qui dépassent. 

4<> Pratiquer, au niveau de l'aisselle de la grenouille curarisée, une 
incision pénétrant jusque dans la cavité viscérale. 

b^ Introduire la canule dans la glotte de la grenouille, souffler dans 
la canule et fermer le robinet. L'air remplit le poumon qui fait saillie 
au dehors et distend le manchon qui fixe la canule. 

6o Cela fait, placer la grenouille sur une lame de liège sur laquelle 
on a disposé l'appareil de Holmgren. Introduire le poumon entre les 
deux lames de verre que l'on rapproche de façon à le coAiprimer 
légèrement. Examiner avec un grossissement moyen. 



§ 6. — GANGLIONS LYMPHATIQUES 

- Il est indispensable d'exécuter un certain nombre de préparations 
pour démontrer la structure des ganglions lymphatiques. 

1. — On fend un ganglion lymphatique de l'homme ou du chien qu'on 
met à macérer dans l'alcool au tiers. Il est bon de choisir un gan- 
glion de petit volume ou de le diviser en plusieurs morceaux si l'on 
n'avait à sa disposition qu'un ganglion volumineux. Après 24 heures 
de séjour dans le liquide dissociateur on le fait dégorger dans l'eau 
(20 minutes) et on le durcit par l'action successive de la gomme et de 
l'alcool. Couper au microtome de Malassez ou au microtome Ranvier. 
Les sections seront placées dans l'eau, où on les laissera une demi-heure 
pour enlever la gomme. On choisit une coupe, pas trop mince, que 
l'on porte dans un cristaliisoir rempli d'eau filtrée au fond duquel on 
la laisse s'étaler. On prend ensuite un pinceau de martre à pointe 
bien régulière et on donne, sur toute la surface de la section, de petits 
coups, sans frotter, de façon à la laisser appliquée et pour ainsi dire 
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détails (valvules, fibres musculaires, etc..) sur le mésentère d'un 
animal peu chargé de graisse. On tend sur une lame de verre un 
lambeau de mésentère sur lequel on fait agir une solution diacide 
osmique à 1 p. 100 (1/2 heure). Laver, colorer par le picro-car- 
minate (3 o]i 4 heures), laver de nouveau. Examiner dans la résine 
dammar. 
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ligatures et on porte le tout dans Tacide osmique à 1 p. 100. Cette 
méthode donne des préparations admirables, mais il arrive que les 
débutants tendent trop le nerf, aussi ils pourront modifier le procédé 
comme nous allons l'indiquer. Le nerf étant bien isolé, on prend une 
pipette remplie d'acide osmique à 1 p. 100, et on l'arrose tandis qu'il 
est encore en place^ avec ce liquide fixateur. Quelques gouttes suffi- 
sent, si on a soin de promener la pipette sur toute la longueur du 
nerf. Au bout de 3 ou 4 minutes on peut couper le nerf sans qu'il 
revienne sur lui-même, et le placer directement dans la solution 
d'osmium. On l'y abandonne pendant une demi-heure à 1 heure, 
puis on le porte dans un grand cristallisoir plein d'eau. C'est dans ce 
bain que l'on procédera à la dissociation. On saisit chacun des fais- 
ceaux de bifurcation avec des pinces fines et on les écarte doucement. 
Le nerf étant divisé en deux faisceaux, on répète cette opération sur 
chacun d'eux, jusqu'à ce qu'on obtienne un faisceau renfermant un 
très petit nombre de tubes nerveux. Monter sur une lame, examiner 
à un faible grossissement, et si la dissociation est suffisante, ajouter 
une goutte de carmin aluné, que l'on remplacera par de la glycérine 
quand la coloration des noyaux sera produite. 

Les fibres sans myéline ou de Remack existent en nombre con- 
sidérable dans le nerf pneumogastrique. On peut donc prendre ce nerf 
chez le chien, chez le lapin, chez l'homme, etc., mais comme il est assez 
facile de le découvrir chez la grenouille, nous choisirons cet animal 
que l'on peut se procurer en tout temps, c On couche, sur le dos, une 
grenouille immobilisée par la section de la moelle. Le sternum est di- 
visé sur la ligne médiane et les deux moitiés de la paroi thoracique 
sont écartées de manière à laisser voir le péricarde et les poumons, 
puis on introduit une forte baguette de verre dans l'œsophage. On 
voit alors que : 

l» Les deux aortes s'écartent l'une de l'autre et remontent, en haut 
et en dehors, contre l'extrémité cartilagineuse des cornes postérieures 
de l'os hyoïde. 

2o Des fibres musculaires, issues de chacune de ces cornes, se por- 
tent en arrière et en haut vers la région occipitale : ce sont les mus- 
cles pétro-hyoldiens qui s'insèrent en bas sur ces appendices cartilagi- 
neux en haut sur le rocher. Le plus inférieur de ces faisceaux mus- 
culaires est le satellite du pneumogastrique qui longe son bord 
inférieur. 
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24 heures dans une certaine quantité de la solution suivante placée 
dans un endroit chaud. 

Solution saturée d'acétate de cuivre 20 

Eau filtrée 20 

On les porte ensuite dans Thématoxyline de Weigert dont on 
élève la température à 35 ou 40^. 

Hématoxyline I partie. 

Alcool 10 

Eau 90 

Solution saturée de carbonate de lithine 1 

Quand la coloration est produite, ce qui arrive au bout de quelques 
heures, on lave les coupes dans Teau et on les transporte dans la so- 
lution décolorante : 

Borax 2 gr. 

Prussiate rouge de potasse 2,50 

Eau 20 » 

Elles doivent y séjourner jusqu'à ce que la différenciation des Qbres 
nerveuses soit complète ce qui se produit, suivant les cas, en une demi- 
néure ou en une heure. Il est bon de s*assurer du degré de décolora- 
tion en examinant les coupes à un faible grossissement. On lave les 
coupes dans Teau et on les monte dans la résine dammar suivant la 
méthode habituelle. 

3o Enfin pour étudier les fibres sans myéline on fera des coupes 
transversales sur le pneumogastrique du lapin ou du chien après fixa- 
tion par l'acide osmique et durcissement par l'action successive de la 
gomme et de Talcool. Colorer par le carmin aluné et conserver dans 
la glycérine. 

I 2. — MOELLE ÉPINIÈRE 

Il n'est pas de préparations plus belles que celles que l'on obtient 
par la dissociation de la moelle épinière, maison doit avoir bien soin 
de choisir un réactif dissociateur approprié à l'étude que l'on veut 
faire. Ainsi nous indiquerons deux procédés applicables, l'un à l'obser- 
vation des cellules nerveuses^ l'autre à l'examen des fibres cen- 
trales. 
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Pour monter les cellules nerveuses dans ce mélange on chauffe dou- 
cement une lame an milieu de laquelle on a déposé un fragment de 
gélatine glycérinée. Quand celle-ci est bien fondue on ajoute, à l'aide 
d*une pipette, une petite quantité du dépôt formé par les cellules dis- 
sociées, on mélange avec une aiguille et on couvre d'une lamelle. Par le 
refroidissement la lamelle est suftisamment Gxée à la lame, pour qu'on 
puisse se dispenser de luter il est cependant préférable d'ajouter une 
bordure de cire ou de Maskcnlack. 

Fibres nerveuses. — La dissociation des fibres nerveuses de la 
moelle constitue une opération extrêmement délicate qu'il est même 
impossible d'effectuer si l'on n'emploie pas la méthode par injec- 
tion interstitielle du professeur Ranvier. On pique le faisceau 
antéro- latéral de la moelle du chien parfaitement fraîche avec l'aiguille 
d'une seringue de Pravaz chargée d'acide osmique à 1 pour 0/0 et ou 
pousse doucenÂent l'injection. On enlève un petit fragment avec le rasoir 
et on dissocie dans l'eau sur uoe lame. Coloration au picro-carminate 
et conservation dans la glycérine. 

Coupes. — Il existe un nombre considérable de procédés pour faire 
des coupes de la moelle ; nous décrirons seulement celles qui nous 
paraissent devoir rendre des services aux débutants. C'est la moelle 
de l'homme que nous prendrons pour exemple, mais il est bien entendu 
que tout ce que nous dirons est exactement applicable à la moelle 
des autres animaux. 

Fixatloii et durcissement. — On prend trois segments de moelle 
l'un au niveau de la région cervicale, l'autre au niveau de la région 
dorsale et le troisième dans la région lombaire. On les coupe de telle 
sorte que leur surface de section soit bien perpendiculaire à Taxe de 
la moelle et que leur longueur ne dépasse pas 1 centimètre et on les 
porte dans un bocal contenant trois ou quatre cents grammes de 
liquide d'Erlicki dont nous rappelons la formule. 

Bichromate de potasse 2 gr. 

Sulfated e cuivre 0,50 

Eau 100 

Si l'on dispose d'une étnve chauffant à 37<> environ, on y place le 
bocal. Le durcissement s'effectue en quatre ou cinq jours; à la tempé- 
rature ordinaire, il faut dix ou douze jours. Il est bon de renouveler 
le liquide fixateur une ou deux fois pendant la durée de l'opération. 



> 
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été convenablement choisi pour achever ^opération. II est bon de 
prendre de la paraffine fraîche car celle qui a servi à la pénétration 
de la moelle a acquis, sous l'influence du vide, une dureté exces- 
sive. On trouve des trompes en verre pour peu d'argent chez les 
fabricants d'articles de chimie, mais il est absolument indispensable 
d'avoir de l'eau sous pression pour faire fonctionner cet appareil. 
Francotte a imaginé un dispositif extrêmement simple qui permet de 
faire une inclusion dans le vide alors même que l'on ne disposerait ni 
d'une trompe, ni d'un appareil aspirateur quelconque : « Un récipient 
en fer-blanc, de la capacité d'un demi-litre, est muni de deux tubulures 
dont l'une porte un tube barométrique et Tautre un tube de verre 
communiquant avec un flacon où l'on tient en fusion de la paraffine à 
l'aide d'un bain-marie. Il est utile d'interposer un flacon entre le réci- 
pient et le bain de parafline pour retenir les vapeurs d'eau s'il s'en 
produisait en trop grande quantité. On remplit le récipient à moitié 
d'eau et on chauffe avec une lampe à alcool de façon à produire Tébul- 
lition. L'air s'échappe par un tube muni d'une pince. Quand la vapeur 
s'élance en jet par ce tube on enlève la source de chaleur, on ferme 
la pince et on refroidit doucement le vase en fer-blanc à l'aide d'une 
éponge momllée. La vapeur d'eau redevient liquide et le vide se pro- 
duit. Après une demi-heure on laissera l'air rentrer doucement dans 
l'appareil et on achèvera l'inclusion comme il a été dit plus haut » (1). 
Les segments de moelle inclus dans la paraffine seront coupés à 
l'aide du microtome à bascule ou du microtome Thoma, A la 
rigueur, si l'on ne disposait pas de ces deux instruments, on pourrait 
se servir du petit microtome Ranvier, mais les coupes seraient infmi- 
ment moins belles. On les étale sur un porte-objet en appuyant légè- 
rement avec un pinceau sec. On dissout la paraffine par la ben- 
zine, et on monte dans la résine dammar. 



Bulbe rachidien. Cerveau. Cervelet. 

On prendra le bulbe rachidien d'un enfant très jeune, qu'on divi- 
sera en segments de 1/2 centimètre^ en ayant bien soin de noter leur 
ordre de succession. Le meilleur moyen, pour ne pas se tromper, est 
de les suspendre à un fil auquel on fixera un papier portant un numéro. 
On emploiera les procédés de fixation, de coloration et d'nic^u- 
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sion, en suivant minutieusement la technique que nous avons appli- 
quée à l'étude de la moelle épiniëre. 

Les circonvolutions du cerveau et du cervelet de l'homme fourniront 
les préparations suivantes : 

lo Dissociation des cellules ganglionnaires après macération dans 
Talcool au tiers. 

2o Coupes après durcissement par le liquide d'Erlicki. Coloration ^ 
par le carmin boraciquealcooliquey ou par la méthode de Wei- 
gert. Inclusion dans la celluloîdine ou dans U paraffine. Conser- 
vation des coupes dans le dammar. 
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APPAREIL DIGESTIF 



§ 1. — MUQUEUSE DE LA BOUCHE ET DES LÈVRES 

La muqueuse delà bouche et des lèvres sera étudiée sur des coupes 
pratiquées après fixation par Talcool et durcissement par Taction suc- 
cessive de la gomme et de l'alcool. On laissera les coupes se dégommer 
dans l'eau (1/2 heure) puis on les montera sur une lame. Colorer 
avec du picro-carminate, couvrir d^une lamelle, remplacer la teinture 
par de If T;lycérine. 

Les cellules lamellaires, qui forment la couche la plus superficielle 
de l'épithélium buccal, seront facilement isolées par le procédé sui- 
vant : on racle, avec Tongle, la face interne de la joue et l'on délaye 
le produit du raclage, sur une lame, dans une goutte de sérum iodé 
fort. Couvrir d'une lamelle et examiner. Si l'on veut faire une prépa- 
ration persistante, oii commence par dissocier le produit du raclage 
dans une goutte de salive, on expose aux vapeurs d'acide osmique et 
on colore par le picro-carminate. 

§•2. — MUQUEUSE DE LA LANGUE 

On obtiendra de très belles préparations de la muqueuse linguale 
avec des pièces fixées et durcies par l'alcool et la gomme. Colorer les 
coupes par le picro-carminate et conserver dans la glycérine neutre 
ou additionnée do picro-carmin. 

L'étude des bourgeons du goût réclame une technique spéciale : 
on prend pour objet d'étude, soit l'organe folié du lapin, soit une 
papille caliciforme. Les papilles foliées du lapin sont situées à la 
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partie postérieure des bords latéraux de la langue, où elles apparais- 
sent sous forme d'un disque ovale, rosé à peine saillant (Ranvier). Les 
papilles caliciformes forment comme on le sait, à la partie postérîenre 
de la langue, une sorte de V ouvert en avant. Quel que soit l'objet que 
l'on choisisse, il est indispensable de bien le débarrasser des tissus 
qui l'environnent afin d'avoir une pièce très petite, que l'on place 
dans Vacide osmique à 1 p. 100. Après 12 heures de séjour dans 
cette solution on lave à grande eau (24 heures) et on durcit par la 
gomme et l'alcool. Les coupes seront colorées par le carmin aluné 
et conservées dans la glycérine. 

La méthode de V imprégnation par Vor fournit de fort belles 
préparations. Voici, d'après le professeur Ranvier, la technique qu'il 
faut employer. Jus de citron (10 minutes), chlorure d'or à 1 p. 100 
(40 minutes). Réduire dans Veau acétifiée en suivant la marche 
indiquée pour la préparation des terminaisons nerveuses des mus- 
cles (1). 

§ 3. — MUQUEUSE DU PHARYNX 

On résèque deux lambeaux de muqueuse^ l'un à la partie supé- 
rieure, l'autre à la partie inférieure du pharynx. On les étale au fond 
d'une soucoupe dans laquelle on verse de l'alcool à 9ôo, puis on 
durcit par la gomme et l'alcool. Les coupes, colorées par le picro- 
carminate, seront conservées dans la glycérine . 

Il n^y a pas d'objet plus commode que la grenoui lie pour faire 
l'étude de l'épithélium de la portion vibratile du pharynx. On l'ob- 
serve facilement en raclant la paroi pharyngienne de cet animal 
avec un scapel et en plaçant le produit du raclage dans une goutte 
dliumeur aqueuse obtenue par le procédé que nous avons indiqué 
dans le chapitre traitant de l'examen des obje ts vivants. Couvrir 
d'une lamelle et examiner à l'aide d'un fort grossissemen t. 

Si l'on veut faire une préparation persistante des cellules vibra- 
tiles on emploie la méthode indiquée par le professeur Ranvier. On 
fait macérer un fragmant du pharynx ou de l'œsophage de la gre- 
nouille dans quelques c. c. de sérum iodé faible. Après 24 heures de 
séjour dans ce liquide on racle la face interne à l'aide d'un scalpel et 

(1) Vojcz p«g« 87. 
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on délaye le produit du raclage dans une goutte de pîcro-carminate. 
Couvrir d'une lanaelle et faire passer très lentement la glycérine 
en gardant la préparation ^ans une chambre humide. 

On pourrait encore dissocier rapidement le produit du raclage sur 
une lame, exposer aux vapeurs diacide osmique (10 minutes) et colo- 
rer par le picro-carminate. 

Les amygdales seront étudiées en suivant les méthodes employées 
pour Télude des ganglions lymphatiques. 



§ 4. — OESOPHAGE 

Il est extrêmement diflicile de se procurer des portions du tube 
digestif de Thomme suffisamment fraîches pour faire de bonnes pré- 
parations histologiques. Cela est d'autant plus regrettable que la struc- 
ture des différentes portions du tube digestif présente des variations 
considérables suivant les espèces animales que Ton observe. 

Nous conseillons à défaut de pièces enlevées à Thomme très peu 
d'heures après la mort, de choisir comme objet d'étude, le lapin, le 
chien et le rat. 

Fendez l'œsophage de l'un de ces animaux, réséquez-en une portion 
que vous étalerez sur une plaque de liège ou au fond d'une soucoupe, 
Versez dessus de l^alcool fort et laissez agir pendant 24 heures. 
Après quoi durcissez par l'action successive delà gomme et de l'alcool. 
Faites des coupes transversales et longitudinales. Coloration au 
picro-carminate et conservation dans la glycérine rouge. 

Une autre portion sera fixée par la solution de bichromate d'am- 
moniaque à 2 p. 100 (8 jours) ; après les lavages habituels durcir 
par l'action successive de la gomme et de Valcool. Colorer les coupes 
par Vhématoxyline et Véosine et monter dans la résine dammar. 

L'œsophage du lapin fournit un excellent matériel pour observer 
les terminaisons des nerfs dans les muscles. Placez une ligature 
vers la partie inférieure de l'œsophage, et injectez par la partie supé- 
rieure du jus de citron j fraîchement exprimé et filtré. Au bout de 
quelques minutes, lavez légèrement, et remplacez le jus de citron par du 
chlorure d'or kl p. 100; liez, afln de maintenir l'œsophage légèrement 
distendu; réséquez la portion comprise entre les deux ligatures, et 
placez-la pendant 20 minutes dans un bain de chlorure d'or. Après 
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quoi, fendez le segment d'œsophage, et mettez-le pendant 24 heures 
dans l'acide au 1/4. Il est extrêmement facile d'enlever un lambeau 
de tunique musculeuse et de le monter à plat dans de la glycérine. 



§ 5. — ESTOMAC 

La muqueuse de Testomac s'altère avec une telle facilité que dans 
les autopsies pratiquées 24 heures après la mort, elle est presque 
entièrement digérée. C'est donc, avec Testomac d'un animal récem- 
ment sacrifié, qu'on fera les préparations destinées à l'observation 
microscopique. 

1. Estomac delà greaoallle. — C'est sur l'estomac de la gre- 
nouille que Ton étudiera Vépilhélium qui tapisse la muqueuse gas- 
trique. Faites macérer un estomac de grenouille, que vous aurez préa- 
lablement fendu, dans quelques centimètres d'aZcoo^ au 1/3. Après 
24 heures de séjour dans le dissociateur, raclez la face interne de 
l'organe avec un scalpel, et délayez le produit du raclage sur une 
lame, dans une goutte d'alcool au 1/3. Ajoutez du picro-carmindite 
et montez dans TSa glycérine par le procédé de la demi-dessiccation. 

On complétera les renseignements, fournis par la préparation précé- 
dente, en pratiquant des coupes sur l'estomac, fixé à l'état d'extension. 
Enlevez l'estomac d'une grenouille avec un bout d'oesophage et deux 
ou trois centimètres d'intestin grêle. Introduisez, par l'œsophage, la 
canule d'une seringue remplie d'un liquide fixateur et poussez douce- 
ment l'injection. Quand la cavité de lorgane aura été balayée par le 
liquide, placez une ligature sur l'intestin grêle, et continuez à pousser 
le piston de façon à distendre l'organe. Cela fait, liez l'œsophage au- 
dessous de la canule et placez le tout dans un flacou renfermant une 
certaine quantité du liquide fixateur. Il est bon de faire cette expé- 
rience avec de Vnlcool absolu et avec de l'acide osmique. Un 
estomac de grenouille peut être coupé après avoir séjourné une heure 
dans l'alcool absolu. Si Ton fait usage de l'acide osmique, il est bon, 
après avoir fait agir ce réactif pendant une demi-heure, de laver (une 
ou deux heures) et de durcir par l'action successive de la gomme et de 
l'alcool. Coloration des coupes par le carmin aluné et conservation 
dans la glycérine. 

2. Eotomac des mammifères- — Prenez pour objet d'étude Teste- 
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mac du chierij du chat ou du lapin. Réséquez un fragmeat de cet 
organe au niveau de ses trois régions anatomiqueâ : au cardia, 
près de rextrémité inférieure de Toesophage ; dans la régioa du 
grand cul-de-sac, et au niveau du pylore. Étalez minutieusement 
les fragments de l'organe, qui ne doivent pas mesurer plus de 1 centîm. 
de diamètre, sur le fond d'une soucoupe ou sur une plaque de liège, 
et immergez-les dans le liquide fixateur. Vous emploierez V alcool 
fort, l'acide osmique, le bichromate d'ammoniaque que vous 
ferez agir sur des morceaux différents que vous utiliserez en sui- 
vant la technique spéciale à chacun de ces réactifs. Complétez, s'il y a 
lieu, le durcissement par l'action successive de la gomme et de l'aU 
cpdl. Colorez vos coupes avec le picro-carmin, avec le bleu de qui- 
no!ëine (après l'alcool), diYecVhématoxyline de Bœ/imer (après le 
bichromate), et avec le carmin aluné (après l'acide osmique). 



§ 6. — INTESTIN GRÊLE 

L'intestin grôle présente à étudier : un épithélium de revêtement ; 
un épithélium glandulaire ; un ensemble de tuniques ; des vais- 
seaux et des nerfs, 

Éplthéllmii de reTètement. — Prenez, pour votre observation, 
une anse de Tintestin grêle de la grenouille ou du lapin. Fendez-la 
dans toute sa longueur et faites-la macérer pendant 24 heures dans 
le sérum iodé faible ou dans Valcool au 1/3. A l'aide d'un scalpel 
grattez la face interne de l'organe et délayez le produit du raclage, sur 
une lame, dans une goutte du dissociateur employé. Colorez par le 
pîcro-carminate et conservez dans la glycérine que vous ferez arriver 
très lentement sous la lamelle. Pour éviter plus sûrement le ratatine- 
ment des cellules déterminé par le liquide conservateur, on peut fixer 
les cellules, colorées par le picro-carminate, en exposant la préparation 
aux vapeurs d'acide osmique (10 minutes) avant d'ajouter la glycérine. 
Si, après avoir dissocié les cellules de l'intestin dans l'alcool au 1/3, 
on colore par une solution très faible de bleu d'aniline dans Veau, 
et qu'on suive les progrès de la coloration, on voit la couche profonde 
du plateau des cellules se colorer, tandis que le noyau, le protoplasma 
et la couche superficielle du plateau sont à peine teintés. 

Épithélium glandulaire. — L'élément glandulaire est repré- 
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2* Faire des coupes perpendiculaires à la surface, après avoir durci 
rintestînpar la gomme et VdlcooL Coloration par Vhématoxyline 
de Ranvier et conservation dans le dammar. 

Talsseam lymphatiques. — Les méthodes, que nous allons 
décrire, conviennent tout spécialement pour l'étude des chylifères (1). 

a. Injection des chylifères chez le lapin, — On commence 
par injecter le système vasculaire sanguin d'un lapin avec une masse 
rouge au carmin. On prend ensuite une seringue munie d'une 
canule piquante à biseau très court, qu'on a préalablement remplie d'une 
masse au bleu de Prusse, On pique le mésentère au voisinage de 
son insertion à l'intestin et on pousse l'injection. L'intestin est ensuite 
étalé dans une soucoupe et durci par l'alcool. Coupes perpendiculaires 
à la surface, conservation dans la résine dammar. 

b. Injection physiologique des chylifères du rat. — On laisse 
un rat complètement à jeun pendant 24 heures puis on le nourrit avec 
de la graisse. On résèque, avec des ciseaux, des villosités que l'on 
expose aux vapeurs d'acide osmique. Conservation dans la glycérine. 
La graisse, qui remplit les chylifères, présente une teinte noire qui 
dessine admirablement la forme et le trajet des vaisseaux. 

c. Endothélium des chylifères. — On fait la préparation que 
nous avons appliquée à l'injection des chylifères du lapin en employant, 
au lieu de la masse au bleu de Prusse, une masse de gélatine au 
nitrate d'argent. 

Gélatine 2 

Solut. nitrate d'argent à 1 p. 100 1 

Ramollir la gélatine dans Veau distillée ; faire dissoudre au bain-mariê 
et ajouter la solution de nitrate d'argent. 

Où fera, avec l'intestin ainsi préparé, les deux préparations qui 
suivent : 

1^ Coupes perpendiculaires à la surface de l'intestin après durcis- 
sement par la gomme et l'alcool. 

2o Placer un lambeau d'intestin dans l'alcool au 1/3 (24 heures), 
chasser l'épithélium au pinceau, détacher la tunique musculeuse et 
examiner la muqueuse à plat dans la résine dammar. 

iVerfs de l'intestin grèle« •— On choisira une anse de l'intestin 

(1) Basvier. Cours du CoHège de France. Jourtuil de Mierographie, 



CHAPITRE DIXIEME 



ANNEXES DE L'APPAREIL DIGESTIF 



§ 1. — DENTS 

Il faut faire au moins trois préparations avec les dents ; Tune avec 
une dent non décalcifiée, la seconde avec une dent décalcifiée et la 
troisième avec une dent en voie de développement. 

1. Coape d'une dent fraîche. -^ C'est une opération ennuyeuse 
dont on peut parfaitement se dispenser, car on trouve de fort belles 
coupes de dents chez les marchands d'articles de mîcroscopie. Pour 
ceux qui voudraient se livrer à cette préparation, nous indiquerons la 
technique suivante, sur laquelle nous n'avons aucune expérience (1) : 
Choisissez une incisive de l'homme bien conservée et fixez-la solide- 
ment sur un étau. Avec une scie à dents très fines pratiquez une 
section longitudinale, puis la dent étant ainsi avivée, enlevez une 
tranche aussi mince que possible. Usez cette tranche qntre deux 
pierres ponces et montez-la en employant les procédés qui vous ont 
servi pour préparer les coupes d\ia os sec. 

2. Coupe d'a«e dent décalcifiée. — Cette préparation, d'une 
grande simplicité, remplace avantageusement les coupes exécutées 
d'aprèft la méthode précédente. Placez une dent suspendue par un 
fil dans le liquide de Kleioamberg. 

Solution saturée d'acide picrique 100 

Acide azotique. 2 

Quand la décalcification est complète, ce qui arrive quand le tissu, 
devenu parfaitement souple, se laisse couper par le scalpel, on 

(1) Latti^DX. Manuel de Technique mieroseopique. 
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niaque à 2 p. 100 (8 jours), lavé puis durci par la gomme et TalcooK 
Colorer les coupes par Vhématoxyline et Véosine, monter dans la 
résine dammar. 

d. Enfin on fixera par le bichromate une glande du cochon dinde 
dont on aura injecté le système vasculaire avec une masse de gélatine 
au bleu de Prusse. Colorer les coupes par Vhématoxyline de Ran- 
vier et monter dans le baume. 

Si l'on veut pousser plus loin Tétude des glandes salivaires et si To n 
dispose d'un chien, on fera bien de répéter l'expérience de Cl. Bernard, 
expérience destinée à montrer Taction de la corde du tympan sur la 
sécrétion salivaire. Le dispositif de l'expérience est très bien décri l 
dans le manuel du laboratoire de physiologie de Surdon Sanderson, 
nous ne saurions faire mieux que de citer le texte de cet auteur . 
€ Immobiliser un chien, pas trop gras, à l'aide de l'appareil de Cl. Ber- 
nard et couper le poil du cou et des joues aussi court que possible. 
Cela fait, procéder comme il suit : 

1° Incisez la peau et le peaucier le long du bord de la mâchoire in- 
férieure à partir de son tiers antérieur, un peu en avant de l'insertion 
du digastrique, jusqu'à l'apophyse transverse de l'atlas. 

2o Dénudez la veine jugulaire externe en la suivant jusqu'au point 
où elle se divise en deux branches. Disséquez ces deux branches qui 
se dirigent : Tune en haut derrière la glande, l'autre en avant au- 
dessous de la sous-maxillaire. Ces deux branches fournissent des 
veinules à la glande, la seconde se siîb'Vmse en deux veinules au ni- 
veau du bord antérieur de la glande. 

3» Liez les deux branches de subdivision de la veine, placez une se- 
conde ligature sur la branche supérieure au moment où elle croise la 
branche ascendante de la mâchoire et enlevez toute la portion située 
entre les deux ligatures. 

Ap Enlevez le tissu cellulaire qui recouvre le digastrique et rem - 
plit Tespace situé entre ce muscle et le masséter en ayant soin de ne 
pas blesser l'artère faciale et le conduit sous-maxillaire qui passent 
entre ces muscles. 

5° Séparez le digastrique de V artère faciale en vous servant de 
la sonde cannelée. Divisez le muscle près de son insertion au maxil- 
laire en ménageant soigneusement le conduit et les nerfs glandulaires 
situés au-dessous de lui. 

6o Soulevez avec une érigne le bout inférieur du digastrique et 
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ments de la glande non excitée du côté opposé et vous les traiterez 
en suivant la technique que nous vous avons conseillé d'employer pour 
étudier les glandes salivaires au repos. 



§ 3. — FOIE 

Rien n'est plus facile que d'étudier les cellules du foie isolées : 
Prenez le foie d^un animal mort depuis plusieurs heures. Coupez-en 
une tranche que vous raclerez à Taide d*un scalpel. Le produit du 
raclage délayé sur une lame avec une goutte de picro-carminate, vous 
donnera une foule de cellules parfaitement dissociées qui se montreront 
sous forme de petits blocs polyédiiques à bords mousses. Ce sont là 
des éléments ayant subi des modifications cadavériques. Pour voir 
(les cellules fixées à Vétat de vie, il faut faire macérer dans le sérum 
iodé ou dans Y alcool au tiers un petit fragment de foie pris chez un 
animal que Ton vient de sacrifier et le racler avec un scalpel comme 
il a été dit plus haut. Un autre procédé plus difficile, mais infiniment 
meilleur, consiste à placer un petit cube de foie (1 millim. de côté) dans 
l'acide osmique à 1 p. 100 et à le dissocier sur une lame dans une 
goutte d'eau après 24 heures de séjour dans le liquide fixateur. 

Coupes. — Il faut prendre certaines précautions dans la prépara- 
tion du tissu hépatique, si l'on veut obtenir des coupes démonstratives. 
Vous choisirez tout d'abord le foie du porc parce que les lobules de 
cet animal sont nettement circonscrits par du tissu conjonctif et vous 
aurez soin de ne point prendre un fragment quelconque dans l'épais- 
seur du parenchyme. Les bobules sont plus régulièrement orien- 
tés à la surface que dans la profondeur, c'est donc à la surface du 
foie que vous prendrez les blocs de foie destinés à être coupés. Une 
coupe, pratiquée sur un de ces blocs et orientée de telle sorte qu'elle 
soit parallèle à la surface, montre la plupart des lobules sectionnés 
perpendiculairement à leur grand axe. Pour éviter de comprimer les 
tissus destinés à être coupés, vous délimiterez par quatre incisions 
perpendiculaires entre elles, pratiquées avec un rasoir bien tranchant, 
un cube de foie que vous enlèverez facilement sans le presser ave&. 
les doigts. C'est sur ce cube que vous couperez délicatement les mor- 
ceaux destinés à être placé dans un liquide fixateur. 

Fixateur, — Celui-ci sera choisi avec grand soin; on a l'habitude 
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{*;. 2o Procédé à Tacide picrique : Un IragmeDt de foie de 1 mil- 

lim. de côté est placé, encore chaud, dans 50 grammes de la solution 
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K^^' aqueuse diacide picrique (24 heures). On achève le durcissement par 

*" ' l'alcool et on place les coupes dans Teau j usqu'à disparition complète delà 
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couleur jaune. Colorer et examiner comme il a été dit plus haut. 

Le bichromate d'ammoniaque à 2 p. 0/0 convient très bien 
pour ûxer des morceaux de foie un peu volumineux. Il faut éviter 
cependant de dépasser 1/2 à 1 centimètre de diamètre et renouveler 
la solution qui devra être employée largement (150 c. à 200 ce.) une 
ou deux fois pendant le temps que durera la fixalion. Après une 
^- " semaine de séjour dans le bichromate on lavera soigneusement la 
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pièce dans Teau (24 heures), puis on la durcira par Taction succes- 
sive de la gomme et de l'alcool. Les coupes, dégommées, seront colo- 
rées par Yhématoxyline et Véosine et conservées dans la résine 
dammar. 

InjcMstlon des capillaires du foie. — On peut très bien étudier 
le réseau vasculaire liépatique sur un foie pris sur un rat dont on a 
injecté la portion sous-diaphragmatique du corps (1). Dans ce but 
enlevez un fragment de l'organe tout près de la surface et traitez 
par le bichromate (8 jours), puis par la gomme et par l'alcool. Faites 
des coupes orientées, les unes parallèlement, les autres perpendicu- 
lairement à la surface de l'organe et montez les dans la résine dammar 
après avoir teint les noyaux au moyen de l'hématoxyline de Ranvier. 

Injection des canalicnles biliaires. — Vous choisirez pour cette 
expérience le foie d'un lapin de moyen volume et vous prendrez 
comme masse à injection une solution saturée de bleu de Prusse sans 
gélatine. Il est très difficile d'injecter les canalicules biliaires avec 
la seringue ordinaire, l'appareil à pression continue dont nous avons 
parlé (1), donne de meilleurs résultats; c'est donc avec lui que vous 
opérerez en ayant soin d'élever très faiblement la pression (4 centimè- 
tres de mercure) et de la maintenir fort longtemps (une ou deux heures). 

Vous introduirez directement la canule dans le canal hépatique 
si vous étudiez le foie du lapin, s'il s'agit du foie d'un animal plus 
petit (grenouille) vous fixerez la canule sur la vésicule biliaire préa- 
i; lablement ouverte et vous empêcherez la masse de fuser dans l'intes- 

tin en pinçant le duodénum avec deux pinces à forcipressure. Vous 
injecterez avec beaucoup de profit les voies biliaires d'un foie dont 

(1) Voir page IIC. 
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Le canal cholédoque^ ainsi qae les conduits hépatiqae et cystiqne, 
seront étadiés fur des coupes tranversales après fixation par rakool 
et inclusion dans la gomme. Colorez les coupes par le picro-canninate 
et conservez-les dans la glycérine neutre ou acide. 



% Ô. — PANCRÉAS 

Le pancréas sera étudié en suivant la technique employée pour 
Tobservation des glandes salivaires. 

On dissociera les cellules glandulaires en faisant macérer des 
fragments de Torgane dans Valcool au tiers ou dans le sérum iodé. 

On fera des coupes après fixation par Talcool, par Tacide osmique 
ou par le bichromate d'anmioniaque. 

On pourra compléter l'étude de cet organe en employant la mé- 
thode de Gibbes qui donne une bonne difiërenciation des cellules. Les 
coupes, pratiquées après l'action du bichromate d'ammoniaque, sont 
colorées pendant dix minutes dans la solution suivante : 

Eau distillée 100 gr. 

Vésuvine 5 ^ 

on les lave rapidement dans l'eau puis on les colore par : 

Eau distillée 100 gr. 

Carmin d'indigo 5 

Quand elles ont pris une teinte bleu foncé, on les lave dans l'eau 
puis on les monte dans le dammar en suivant la méthode habi- 
tuelle. 
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§ 2. — LARYNX 

Le 1ar>7ix présente à étudier, une charpente, des ligaments, des 
muscles et une muqueuse. L*étude de la charpente, constituée par 
des cartUages, ne réclame pas «ne technique différente de ceDe que 
nous avons indiqué pour l'étude du tissu cartilagineux. Nous en 
dirons autant des miLscles et des ligaments. 

La muqueuse nous occupera exclusivement. On prendra cette 
membrane sur le larynx d*un animal que l'on vient de sacrifier^ et on 
la placera rapidement dans les liquides appropriés, sans la laisser 
sécher. Si l'on dispose d'un larynx enlevé à un homme une demi-heure 
ou une heure après la mort, on aura soin de ne pas laisser échapper 
cette occasion et on prendra cette muqueuse qui représente un objet 
d'étude fort remarquable. 

Ire préparation. — Dissociation des cellules de Tépithélium après 
macération dans Valcool au tiers, ou dans le sérum iodé faible, 
en suivant la technique indiquée pour Texamen de l'épithélium 
olfactif. 

2^ préparation, — Coupes. On fera «des coupes perpendiculaires 
à la surface. Nous conseillons d'employer comme fixateur : Valcool, 
Vacide osmique^ le bichromate d'ammoniaque. On durcira 
comme d'habitude par la gomme et l'alcool, puis on colorera les 
coupes en employant les teintures appropriées à chacun de ces fixa- 
teurs, le carmin aluné après Vacide osmique; le picro-carmin 
après Valcool ; Vhématoxyline après le bichromate. 

Rien à ajouter pour Texamen des parties constituantes de la /ra- 
chée et des bronches. Les méthodes précédentes conviennent admi- 
rablement pour cette étude. 



§• 3. — POUMONS 

Uendothélium des alvéoles pulmonaires peut être très facilement 
mis en évidence, si on a soin de prendre le poumon d'un animal que 
l'on vient de sacrifier. 

l*"® préparation. — C'est à la grenouille qu'il convient de s'adres- 
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cool fort (5 OU 6 heures) puis durcissez par la gomme et Talcool. Les 
coupes, pratiquées perpendiculairement et parallèlement à la surface 
du poumon, seront débarrassées de la gomme et de Tacide picrîque par 
un séjour prolongé dans Teau, puis colorées par le picro-carminate. 
Conservation dans la glycérine. 

4e préparation. — Quand on aura fait les exercices précédents 
on pourra étudier avec fruit les coupes du poumon de Thomme 
adulte. 11 est bon de prendre certaines précautions dans la préparation 
des morceaux de poumons destinés à l'examen microscopique, sans 
quoi on obtiendrait de mauvaises coupes. Nous les indiquerons rapi- 
dement en priant le lecteur de chercher le détail de la technique 
dans les chapitres de la technique générale. 

a. Prendre un fragment de poumon mesurant un centimètre de 
côté au plus. Enlever la pièce avec un rasoir en ayant bien soin de ne 
pas la comprimer. 

b. Fixer par le bichromate d'ammoniaque à 2 p. 100 ou par le 
liquide de Millier. 11 faut que la pièce reste au moins 8 jours dans ce 
réactif. Après quoi on la lavera soigneusement dans l'eau (24 heures). 

c. Inclure dans la gomme en ayant soin de prendre une solution 
très claire qu'on laissera s'épaissir peu à peu. Il faut laisser la pièce 
dans la gomme additionnée diacide phénique ou d'un cristal de 
thymol, pendant 48 heures ou même d'avantage. 

d. Eponger la pièce avec du papier buvard et coaguler la gomme 
par l'alcool à 95», qu'on renouvellera si le besoin s'en fait sentir. 

e. Les coupes, exécutées à l'aide d'un microlome, seront colorées par 
Xèosine et ïhématoxyline, et montées dans la résine dammar (1), 

6e préparation, — Il nous reste à prendre connaissance du réseau 
capillaire du poumon. Les préparations que nous avons indiquées 
pour l'élude de la circulation capillaii^e (page 116) et de Vendothé- 
lium des capillaires (page 114) vous fourniront un objet d'étude 
qu'il ne faut pas négliger. Il nous reste à faire connaître les méthodes 
d'injection du réseau pulmonaire ; ces méthodes sont au nombre de 
deux : l'injection naturelle par le sang, et l'injection avec une 
masse colorée. 



(l) Si l'on veut voir très nettement les fibres élastiques, on colorera les coupes par un 
séjour prolongé dans le picro-carminate, puis on les montera dans le mélange de glycé- 
rine, d'acide picriquc, et d'acide formiquc dont la formule a été donnée plus haut. 
Voyez page 108. 



CHAPITRE DOUZIEME 



ORGANES URINAIRES 



§ 1. — REINS 

L'étude technique du rein présente des difficultés telles que nous 
serons forcés de faire plusieurs préparations destinées à montrer, 
séparément, la constitution de chacun des nombreux éléments qui 
entrent dans la composition de cet organe. Après avoir étudié la 
technique générale applicable aux coupes du tissu rénal, nous étudie- 
rons répithélium des tubes contournés, la structure du glomérule, 
les espaces intertubulaires, et, en dernier lieu, les méthodes d'injec- 
tion des tubes urinifëres et des vaisseaux sanguins. 

!■•« préparation, — Coupes du rein. Nous conseillons de ne pas 
employer Valcool pour fixer le tissu rénal, ce réactif produit des 
altérations considérables et gène la coloration. C*est le bichromate 
d'ammoniaque et l'acide osmique qui vous fourniront les meil- 
leurs résultats. Quand vous aurez à faire l'examen d*un rein, coupez- 
en un cube d'un centimètre de diamètre à l'aide d'un rasoir bien tran- 
chant, en orientant convenablement la pièce, et en ayant soin de ne 
pas la comprimer. Sur ce cube prenez une languette de 1 millm. d'é- 
paisseur et placez-la dans l'acide osmique à 1 p. 100. Jetez le reste 
de la pièce dans du bichromate d'ammoniaque. 

Le morceau placé dans la solution d'osmium y séjournera 24 heu- 
res. Au bout de ce temps laver soigneusement et durcir par la gomme 
et l'alcool. Les coupes, pratiquées perpendiculairement à la surface de 
l'organe, seront colorées par le carmin aluné et conservées dans la gly- 
cérine. 

Le cube placé dans le bichromate sera abandonné dans ce réactif 
pendant au moins 8 ou 10 jours. Laver, durcir par la gomme etl'al- 
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On place une canule dans Tartère et l'on fait passer dans l'artère un 
courant de sérum artificiel (solution physiologique de sel, voir p. 64) 
destiné à chasser complètement le sang sans altérer les endothéliums. 
On sait en effet que les endothéliums et d'une manière générale les 
parties vivantes continuent à vivre quelque temps dans le sérum arti- 
ticiel. Quand le liquide, injecté très doucement (il convient de se ser- 
vir de l'appareil à pression continue et de ne pas dépasser 4 centim.), 
ressort entièrement incolore par la veine, o& substitue au courant de 
sérum un courant d'eau distillée. Le chlorure de sodium est très ra- 
pidement expulsé et si l'on a agi avec It célérité nécessaire, le cou- 
rant d'eau ne détermine aucune lésion des épithéliums. On fait alors 
passer dans le rein un courant de nitrate d'argent à 1 p. 500. Immé- 
diatement on voit l'organe blanchir par points ; quelques minutes suf- 
fisent pour que l'imprégnation soit suffisante; de cette façon tous les 
lobules de la substance corticale du rein ne sont pas imprégnés, mais 
les systèmes lobulaires qui le sont se détacheront avec une extrême 
netteté sur ceux qui ne le sont pas. Pour terminer l'opération on fait 
de nouveau passer un courant d'eau distillée puis on lie l'artère, la 
veine et l'uretère; on enlève le rein avec son conduit excréteur et on 
le suspend dans environ 300 grammes d'alcool à 90» C. Très rapide- 
ment l'alcool coagule la surface du rein, de telle sorte que l'organe 
est enveloppé dans une coque rigide : les vaisseaux injectés, les cap- 
sules de Bowman, les portions corticales des systèmes de tubes con- 
tournés atteints par l'imprégnation ne se rétracteront plus et le durcis- 
sement pourra se poursuivre régulièrement de telle sorte qu'au bout 
de 24 heures on pourra pratiquer des coupes minces et régulières dans 
la substance corticale et dans la substance médullaire. Ces coupes, 
montées dans la glycérine ou dans la résine dammar, montrent les vais- 
seaux, les glomérules, les capsules de Bowman et l'origine des tubes 
contournés à la fois imprégnés d'argent et distendus comme s'ils 
avaient été insufflés. » 

4® préparation. — Cette préparation servira à déntontrer la 
couche de protoplasma qui tapisse la surface du glomérule. « Un rein 
de lapin est injecté avec une masse au bleu de Prusse et à la gélatine 
(le procédé sera indiqué plus loin) puis fixé dans une solution de 
bichromate à 2 p. 100 (on aura soin de fendre le reia en plusieurs 
endroits dès que la masse sera refroidie afin d'assurer la pénétration 
rapide du bichromate), puis durci à l'aide de la gomme et de l'alcool. 
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On fait des coupes très minces soit parallèles, soit normales à la sur- 
face du rein en suivant la direction des irradiations médullaires. On 
colore les coupes soit par \epicro-carminate d'ammoniaque (24 heures 
de séjour dans ce colorant) soit parle rose de Magdala (quelques gout- 
tes d'une solution alcoolique saturée dans un verre de montre rempli 
d'eau). Dans les préparations injectées au 5/eu colorées au rose de 
Magdala et observées dans l'eau, les noyaux propres des capillaires 
sont noyés dans la massîe bleue, les noyaux des cellules qui enve- 
loppent le glomérule sont teints en violet pur et le protoplasma de 
ces cellules est coloré en rose amarante. 

5e préparation. — Injection du système vasculaire. Cette prépa- 
ration est extrêmement simple. Il n'est même pas besoin de manipula- 
tion spéciale, les reins d^un rat dont on a injecté la portion sous- 
diaphragmatique du corps sont très souvent injectés d'une façon 
remarquable. Enlevez un de ces reins, fendez-le et placez-le dans le 
bichromate d'ammoniaque. Au bout de huit ou dix jours lavez le rein, 
complétez le durcissement par la gomme et l'alcool. Les coupes, colo- 
rées par le carmin aluné, seront montées dans la résine. Il est bon 
d'avoir deux séries de coupes, les unes parallèles, les autres perpendi- 
culaires à la surface du rein. 

6e préparation» t- Injection des canalicules urinaires. C'est là une 
opération extrêmement délicate qu'on ne réussira qu'après de nom- 
breux essais. Voici deux méthodes qui fournissent des résultats con- 
venables. 

a. Procédé de Chrzonczewski. — Le procédé consiste à injecter 
dans les vaisseaux d'un animal une matière colorante qui s'élimine 
par les reins. Cet auteur choisit une solution ammoniacale de carmin 
entièrement dépourvue de granulations (1) :un lapin étant immobilisé 
à Taide d'un appareil à contention, on met à nu la jugulaire sur laquelle 
on place une ligature et on ouvre le bout périphérique. On laisse écouler 
15 ou 20 gr. de sang, on lie le bout périphérique puis on injecte, par le 
bout centra^, 15 à 20 gr. de la solution de carmin. Au bout d'une heure 
*et demie ouvrir l'abdomen, lier l'uretère, ouvrir l'artère et la veine 
rénales et pousser par l'artère une injection de chlorure de sodium à 

(1 ) Voici la formule indiquée par Ranyier (Traité technique) : 

Eau distillée 30 

Carmin 3 

Ammoniaque. 1,50 



*.j 
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1 p. 200. Placer la pièce dans Talcool absolu et faire des coupes 
perpendiculaires à la surface du rein. 

b. Injection de V uretère, — Cette opération, bien plus difficile que 
la précédente, doit être pratiquée chez le chien. On enlève le rein à 
un animal que Ton vient de tuer en ayant soin de conserver un bout 
d'uretère, puis on charge l'appareil à pression continue avec une 
masse au bleu de Prusse sans gélatine et on introduit la canule que 
Ton fixe dans l'uretère à l'aide d'une ligature. La pression doit être 
très faible, 5 ou 6 ce. de mercure et maintenue pendant une ou deux 
heures. L'organe est placé dans du bichromate puis durci par la 
gomme et l'alcool. Le plus souvent il n'y a que quelques points du 
rein qui soient convenablement injectés. 

§ 2. — BASSINET ET URETÈRE 

l*"® préparation, — Dissociation des cellules épithéliales. Fen- 
dez un segment de l'uretère ou du bassinet et faites-le macérer pen- 
dant 24 heures dans Talcool au tiers ou dans le sérum iodé faible, 
grattez la face interne avec la lame d'un scalpel et délayez le produit 
du raclage dans une goutte d'alcool au tiers. Colorez par le picro-car- 
minate, couvrez avec une lamelle et conservez dans la glycérine. 

2» préparation. — Coupes. Pratiquez des coupes longitudinales 
et transversales sur l'organe fixé par Talcool et durci par la gomme 
et l'alcool. Coloration au picrocarminate. 

§ 3. — VESSIE 

Pour étudier convenablement la vessie, il est indispensable de dis- 
tendre ses parois avec le réactif dont ont veut faire usage. 

1. Chez les animaux pourvus d'un cloaque, nous avons en vue la 
grenouille qui sert généralement pour les éludes histologiques, on 
procédera de la manière suivante : Liez la fente du cloaque à Taide 
d'un lien solide, ouvrez la cavité abdominale et cherchez l'extré- 
mité terminale du gros intestin. Introduisez une canule vers l'extré- 
mité périphérique de ce conduit et poussez doucement l'injection. Le 
liquide s'accumule dans le cloaque et reflue dans la vessie. Quand 
cet organe est convenablement distendu, liez le gros intestin, détachez 
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Ire préparation. — Épithélium. Injectez de Talcool au tiers et 
suivez la méthode employée pour Tétude de Tépithélium de la gre- 
nouille. ^ 

2e préparation, — Injectez dans la vessie de l'alcool à 95° et 
placez Torgane dans cinquante cenlim. cubes de ce même alcool. Au 
bout de 24 heures fendez la vessie et durcissez par la gomme et l'al- 
cool. Coupes normales à la surface ; coloration au picro-carminate et 
conservation dans la glycérine. 

Il est indispensable de prendre la vessie d'un animal fraîchement 
tué, sans cela la couche épithéliale n^existerait plus dans les coupes. 
La vessie du lapin constitue un excellent objet d'étude. 

§ 4. — URINE 

L'examen de l'urine présente une importance considérable, aussi 
nous insisterons sur les méthodes destinées à l'observation des élé- 
ments figurés que ce liquide normal ou pathologique peut tenir en 
suspension. 

Méthode générale pour V examen de l'urinn. — Lorsqu'on 
doit faire l'examen microscopique de l'urine, il faut recueillir ce 
liquide dans un vase bien propre puis le transvaser dans un verre de 
forme conique. Par le repos les éléments, en suspension dans le liquide 
se déposent lentement au fond du vase. Quand il n'y a que peu 
d'éléments flgurés, un repos de 12 à 14 heures est nécessaire pour 
que les sédiments puissent s'amasser dans la partie effilée du verre ; 
si au contraire les matières en suspension sont très abondantes, on 
peut faire l'examen au bout d'une heure ou deux. Prenez une pipette 
à pointe longue et effilée et tandis que vous fermez sa grosse extré- 
mité avec la pulpe de l'index, introduisez-la doucement dans l'urine 
jusqu'à ce que vous arriviez au milieu des couches qui renferment les 
sédiments. Retirez le doigt qui ferme le gros bout de la pipette et, 
quand l'urine a pénétré dans le tube, placez de nouveau votre doigt 
pour fermer le gros bout et retirez la pipette. Déposez une goutte 
aussi petite que possible sur le porte-objet et couvrez dkme lamelle. 
Il ne faut pas se préoccuper des bulles d'air qui peuvent se trouver 
dans le champ de la préparation; loin d'être nuisibles elles servent 
utilement pour la mise au point. Il faut éviter soigneusement de por- 
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ter sur la lame une trop grande quantité d*urine. Vous vous exposeriez 
à voir le liquide refluer au-dessus du couvre-objet et mouiller Tobjec- 
tif, ce qui rendrait l'examen impossible. Si malgré tous vos soins, 
cet ennui se produisait, vous devriez enlever l'excès d'urine à Taide 
d'un petit morceau de papier filtre. Examinez d*abord la préparation 
avec un faible grossissement et ne prenez un objectif fort que quand 
vous aurez obtenu une vue d*ensemble. Ne vous contentez pas d*une 
seule préparation et faites de nombreux examens avant d'annoncer un 
résultat surtout quand ce dernier est négatif. 

Ire préparation. — Examen rapide. Recueillir dans des vases 
distincts de l'urine rendue après un repas copieux. Laisser reposer 
ce liquide dans un endroit frais et examiner le dépôt. Il est bpn do 
répéter cet examen à plusieurs reprises, à des intervalles plus ou 
moins longs après la miction, de façon à étudier les éléments de l'urine 
fraîche et ceux qui s*y forment par la fermentation. 

2e préparation, — Éléments organiques destinés à être conservés 
(cylindres» cellules épithéliales, globules blancs, etc.). C'est le pro- 
cédé indiqué par Cornil et Ranvier (1) qui mérite la préférence. 
« Après avoir laissé déposer le sédiment trinaire dans un verre à 
expérience, on en prend avec une pipette un centimètre cube et on 
le verse dans un tube à urine en y mêlant une quantité égale de la 
solution d'acide osmique au centième. Vingt-quatre heures après on 
remplit le tube avec de l'eau distillée, on agite et on laisse reposer. 
Dans le dépôt tous les cylindres ont pris une teinte brune ou noirâ- 
tre plus ou moins foncée. Les plus minces sont très manifestes bien 
qu'ils n'aient qu'une teinte grise très pâle. Les cylindres hyalins sont 
noirâtres ou presque noirs. La forme de ces cylindres est parfaitement, 
conservée parce que l'acide osmique les a fixés et coagulés en même 
temps qu'il les colorait. 

Dans les préparations suivantes nous allons indiquer la manière de 
préparer les cristaux de difTérents corps chimiques que l'on est exposé 
à rencontrer parmi les sédiments urinaires. 

3» préparation, — Urée. Évaporez au bain-marie 100 c. c. 
d'urine jusqu'à ce que le volume du liquide soit réduit à 15 c. c. 
Refroidissez à 0<>,et ajoutez de l'acide azotique concentré non fumant.* 
Il se forme un précipité de nitrate d'urée ; filtrez, dissolvez le préci- 

(1) Manuel d'Histologie pathologique. 
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pité dans l'eau bouillante et portez une goutte de la solution sur une 
lame porte-objet. Le nitrate d'urée cristallise par refroidissement 
sous forme de petites lamelles rhomboïdales. 

Voici un procédé excellent pour la recherche de Turée dans des 
liquides organiques autres que Turine : ajoutez au liquide trois à 
quatre fois son volume d'alcool, après quelques heures de repos, 
filtrez et évaporez au bain-marie. Avec une pipette, prenez une 
goutte de la solution concentrée et déposez-la sur une lame. Placez, 
au milieu de la goutte, un brin de fil, couvrez d'une lamelle, faites 
passer de Tacide nitrique sous le couvre-objet. Les cristaux d'azo- 
tate d'urée se forment des deux côtés du fil. 

4« préparation. — Acide urique, urates. Prenez une parcelle du 
dépôt rouge brique qui s'attache au fond et aux parois des vases à la 
suite d'un mouvement fébrile et examinez dans une goutte d'urine. 
Ce sédiment est formé d'un mélange d'urates (urates de soude et de 
potasse) et d'acide urique. Ces cristaux se dissolvent lorsqu'on 
chauffe la préparation. Si alors on fait passer une goutte diacide 
chlorhydrique sous la lamelle les cristaux d'acide urique se préci- 
pitent. 

Le procédé suivant permettra d'obtenir des cristaux d'acide urique 
extrêmement beaux. Mélangez dans une éprouvette peu profonde, 
200 c. c. d'urine avec 2 à 3 c. c. d'acide azotique pur. Au bout de 
24 heures, il se dépose un sédiment, rouge brique ou brun, formé 
par des cristaux d'acide urique colorés par le pigment de l'urine. 
Sous le microscope^ ces cristaux présentent les formes les plus variées : 
la plus commune est celle de tables rhomboïdales. 

5e préparation, — Acide hippurique. On trouve assez rarement 
de l'acide hippurique dans l'urine de l'homme ; c'est, de Turine d'un 
herbivore qu'il faut retirer l'acide hippurique pour en faire une pré- 
paration d'étude. « Faites chauffer au bain-marie 200 c. c. d'urine 
de vache jusqu'à ce qu'elle soit réduite à 40 c. c. Ajoutez de l'acide 
chlorhydrique et laissez reposer jusqu'au jour suivant. Une grande 
quantité d'acide hippurique s'est séparée de la liqueur sous forme 
d'une masse cristalline brune. Lavez la masse cristallisée à l'eau 
froide et pressez -la entre des doubles de papier filtre. Dissolvez en- 
suite dans une quantité d'eau bouillante aussi petite que possible, 
ajoutez du charbon animal pur et filtrez. Concentrez la liqueur et 
prenez une goutte de la solution que vous laisserez cristalliser sur un 
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|iDi'to- objet u (1). L'acide Be montre soas Torme de prismes incolores 
à quatre faces, terminées par deux ou quatre facettes. 

6= préparation. — Oxalate de chaux. L'urine humaine renferme 
quelquefois des cristaux d'oxalate de cltaux. La préparation est 
extrêmement simple. Laissez reposer l'urine et examinez les sÉdiments 
dans une goutte de ce liquide. Les cristaux sont caractéristiques : 
petits octaèdres, brillants, assez réguliers qu'on peut comparer à des 
enveloppes de lettres. Quelques-uns présentent la forme de sabliers. 
Ces cristaux sont insolubles dans l'eau et dans l'acide acétique; ils se 
dissolvent dans les acides minéraux. On peut s'assurer de celle réac- 
tion en faisant passer sous la lamelle une goutte d'acide clilorhydriqne. 

7" préparalion. — Phosphates. Si l'urine est alcaline, chauffez 
une certaine quantité de ce liquide dans un tube à réaction ; si elle 
est neutre ou acide ajoutez un peu de lessive de potasse avant de 
chauffer. Sous l'influence de la chaleur les phosphates se séparent sous 
forme de Qocons peu denses, gris blanchâtres, assez caractéristiques. 
Les phosphates se précipitent également quand on abandonne l'urine 
à la fermentation alcaline. 

8" préparation. — Cysline. On la trouve rarement parmi les 
sédiments de l'urine. L'examen microscopique se fait très facilement 
en portant sur une lame une goutte du dépdt formé par une urine 
itenant de la cystine. Un excellent moyen pour se procurer des 
itaux types de ce corps consiste à dissoudre un calcul de cystine 
jans de l'ammoniaque et h. laisser évaporer une goulte de la solution 
sur une lame. Ce sont des tablettes incolores, régulières, bexagonales 
insolubles dans l'eau, l'alcool, l'éther, solubles dans l'ammoniaque. 

9* préparation. — Leucine et tyrosine. Ces deux corps n'exis- 

iDt pas dans l'urine normale; mais leur présence a été constatée 

i plusieurs maladies graves (atrophie jaune aiguË du foie). Dans 

cas il est de règle do les trouver associés, ils remplacent, dans 

le proportion considérable, l'urée qui est considérablement diminuée. 

lanJ ils existent en grande abondance la recherche est extrème- 
ple. Examinez, avec un fort grossissement, une goutte du 
dépAt formé par l'urine et vous verrez des cristaux de leucine et de 
tyrosine. Dans le cas contraire i! faut, pour les obtenir, concentrer 
l'urine en la chauffant au bain-marie, puis laisser refroidir. 

tO) BCIUlolr SuiDERfiDH. Libsntalre de pb^alologlfl. 
H05IVM. — TltCmnilOI UCUaNQIVJUK. tl 
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Les cristaux de leiicine se montrent sous forme de globules qui 
ressemblent à de grosses gouttes de graisse colorée en brun. A l'aide 
d*un fort grossissement on peut y reconnaître des anneaux concen- 
triques ainsi qu'une fîne striation rayonnée. Ces cristaux sont inso- 
lubles dans Tétber, ils se dissolvent facilement dans la potasse et dans 
Tacide chlorhydrique. 

Les cristaux de tyrosine se montrent sous la forme d'aiguilles 
soyeuses réunies en touffes ou en rosaces. 

10e préparation, — Hémoglobine. Quand l'hémoglobine est en 
solution dans l'urine, comme il arrive dans l'hémoglobinurie, on peut 
employer le procédé suivant : Prenez quelques centimètres cubes 
d'urine auxquels vous ajouterez un demi-volume de lessive de soude 
au tiers. Chauffez dans un tube jusqu'à ébullition. S'il y a du sang le 
liquide prend une coloration vert bouteille et les phosphates se pré- 
cipitent, entraînant la matière colorante du sang. Filtrez et recueillez 
le précipité sur un filtre. Déposez, sur le porte-objet, une petite quan- 
tité du précipité avec une goutte d'acide acétique glacial et un cristal 
de chlorure de sodium. Chauffez doucement jusqu'à formation de 
bulles, laissez refroidir et vous aurez les cristaux caractéristiques 
d'hémine. 
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APPAREIL GENITAL MALE 



§ 1. — TESTICULES 

Les préparations histologiques du testicule sont très difficiles à ob- 
tenir et à interpréter, il ne faut donc pas se décourager si Ton n'ar- 
rive pas du premier coup à un résultat convenable. 

Prenez les testicules d'un rat adulte que vous venez de sacrifier. 
Fendez les, sans les comprimer, avec un rasoir bien tranchant et pla- 
cez chacune des moitiés dans les liquides destinés à faire les prépa- 
rations suivantes : 

Ire préparation. — Coupes. Acide osmique à 1 p. 100 (24 heu- 
res), lavez soigneusement, durcissez par la gomme et Talcool. Les 
coupes, colorées par le carmin aluné, seront conservées dans la glycé- 
rine. 

2"^ préparation, — Coupes. Bichromate d'ammoniaque à 2 p. 100 
(8 jours). Lavez soigneusement, durcissez par la gomme et Talcool. 
Colorez quelques-unes de vos coupes avec Thématoxyline et Téosine, 
conservez-les dans la résine, traitez les autres de la manière suivante : 
Placez-les dans du picro-carminate d'ammoniaque jusqu'à ce qu'elles 
aient pris une belle teinte rouge (il faut plusieurs heures pour obtenir 
une coloration sufQsante), puis colorez-les avec du vert de méthyle. 
Cette méthode de coloration fournit des différenciations remarquables. 
Les jeunes cellules sont colorées en bleu; les cellules, qui forment les 
parois des tubes sont rouges, les spermatozoïdes présentent une belle 
teinte verte. 

3« préparation. — Coupes. Alcool absolu (12 heures) ; durcissez 
par la gomme et l'alcool; colorez par le picro-carminate et conservez 
dans la glycérine. 
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4« préparation, —Dissociation. Le sérum iodé faible, le liquide 
deMuller, l'acide osmique peuvent servir pour dissocier les éléments 
qui entrent dans la composition des tubes sémînifères. L'alcool au tiers 
rend également de grands services. Faites macérer pendant quelques 
heures un fragment de testicule dans Talcool au tiers, grattez légère- 
ment la surface avec un scalpel et délayez le produit du raclage sur 
une lame dans une goutte du liquide dissociateur. Ajoutez du picro- 
carminate et couvrez d'une lamelle. Si vous désirez conserver la pré- 
paration faites passer de la glycérine sous la lamelle en procédant 
avec une lenteur extrême. 



§ 2. — CONDUITS EXCRÉTEURS 

Les conduits excréteurs du sperme (épididyme, canal déférent, vé- 
sicules séminales) seront étudiés sur des coupes perpendiculaires à 
la surface. Nous conseillons de faire deux séries de préparations : 

a. Les unes après flxation par le bichromate d* ammoniaque. 
Colorer avec l'hématoxyline et l'éosine ; dammar. 

b. Les autres, après fixation par Valcool, Colorer avec le picro- 
carmînate d'ammoniaque. Glycérine. 

§ 3. — SPERME 

Il est bon d'examiner non seulement le sperme provenant de l'éja- 
culation mais encore les spermatozoïdes pris directement dans le tes- 
ticule. 

Ire préparation, — Sperme éjaculé vivant. Placez une goutte 
de sperme, aussi petite que possible, sur une lame de verre et couvrez 
d'une lamelle. Mettez une bordure de paraffine pour éviter l'évapora- 
tion. Examinez avec un fort grossissement. En faisant passer de 
l'eau, des acides dilués, etc., sous le couvre-objet, vous observerez 
l'action nuisible que ces agents exercent sur les spermatozoïdes. 

5e préparation» — Spermatozoïdes. Dilacérez un fragment de 
testicule frais dans une goutte de sérum artificiel ou d'humeur aqueuse 
quand il s'agit du testicule de la grenouille. Couvrez d'une lamelle. 
Il est bon de répéter cette expérience sur les testicules de différents 
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animaux, afîa de bien se rendre compte de la diversité de forme des 
spermatozoïdes. 

3^ préparation. — Spermatozoïdes, préparations permanentes : 
nous donnerons deux méthodes qui permettent d'obtenir des prépara- 
tions persistantes de spermatozoïdes. 

a. Faites passer, sous la lamelle, une goutte de sérum iodé fort. Les 
spermatozoïdes seront immédiatement tués et prendront une teinte 
brune qui permettra dé bien voir le filament caudal, parfois difficile 
à distinguer à cause de sa ténuité extrême. Si vous désirez conserver 
la préparation, faites passer, sous la lamelle, une goutte de carmin 
boracîque^ que vous laisserez agir pendant 2 heures ; remplacez ce 
colorant par un liquide conservateur. Nous conseillons d'employer le 
liquide de Ripart et Petit dont voici la formule : 

Eau camphrée (non saturée) 75 gr. 

Eau distillée 75 gr. 

Acide acétique cristallisé 1 gr. 

Acétate de cuivre gr. 30 

Chlorure de cuivre gr. 30 

Comme ce liquide s'évapore facilement il est indispensable de luter 
la préparation avec un soin extrême. 

b. Après avoir dissocié, sur une lame, un fragment de testicule, 
exposez la préparation aux vapeurs d'acide osmique (5 minutes) colo- 
rez avec la solution de vert de méthyle à 1 p. 100 et conservez dans 
une goutte du liquide de Ripart et Petit additionné d'une petite 
quantité de la solution colorante. 

c. Si vous voulez conserver les spermatozoïdes non colorés et 
cependant bien visibles, faites tomber quelques gouttes de sperme 
frais dans une petite quantité de la solution suivante : 

Bichlorure de mercure 1 

Chlorure de sodium 4 

Eau distillée 100 

Laissez déposer, décantez au bout de 24 heures. Renouvelez la 
solution, placez une goutte du dépôt sur une lame, couvrez d'une 
lamelle et lutez soigneusement, 

4e préparation. — Cristaux du sperme. Abandonnez du sperme 
dans un petit tube pendant 24 heures ou davantage. Examinez une 
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goutte du dépôt ; sans autre artifice de préparation, vous apercevrez 
un certain nombre de cristaux prismatiques groupés en croix, ou for- 
mant des masses étoilées extrêmement élégantes. 

5« préparation. — Examen d'une tache de sperme. Avant de 
rechercher les spermatozoïdes dans une tache douteuse, il est bon 
d'examiner une tache dont la nature spermatique soit certaine. Pla- 
cez sur un linge une goutte de sperme et laissez-la sécher. Au bout 
de 24 heures, quand la dessiccation est complète, « taillez dans le 
linge taché une bandelette large de 1 centimètre environ et faîtes la 
plonger dans un verre de montre rempli d'eau. Faites en sorte que 
la bandelette plonge dans T'eau jusqu'au voisinage de la tache, celle-ci 
ne trempant pas dans le liquide. Bientôt la tache imbibée par Teau 
qui monte par capillarité, se gonfle et prend l'aspect qu'elle avait 
à l'état frais. Dès lors, raclez-la avec un scalpel, puis portez la 
matière, ainsi enlevée, sur le porte-objet du microscope. La prépara- 
tion renferme des filaments de lin, de chanvre, de coton, de laine ou 
de soie provenant de l'étoffe ; des poussières diverses, des cellules 
épithéliales provenant de l'urèthre ou du vagin ; des leucocytes sphé- 
riques ou granuleux ; parfois des sympexions, souvent des cristaux, 
enfin des spermatozoïdes. Ceux-ci sont intacts ou brisés, mais pres- 
que toujours aisément reconnaissables. Pour mieux les voir il peut 
être avantageux d'ajouter une goutte d'acide acétique â la préparation 
ou de les colorer par l'addition d'une petite quantité de la solution 
d'iode iodurée. (Briand et Chaude.) 



§ 4. — PROSTATE 

On étudiera la prostate de l'homme sur des coupes perpendiculaires 
à la première portion de l'urèthre. Il est bon d'examiner cette glande 
chez les jeunes sujets et chez le vieillard. 

Ire préparation, — Coupes. Un morceau de prostate dont la 
direction a été soigneusement déterminée est placé dans l'alcool à 95o 
(24 heures). Durcir par la gomme et l'alcool. Colorer les coupes 
par le picro-carminate et monter dans la glycérine. 

2e préparation. — Coupes. Un autre fragment de la glande est 
placé dans le bichromate d'ammoniaque à 2 p. 100 (8 jours). Laver 
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soigneusement ; durcir par la gomme et l'alcool ; colorer par Téosine 
et rhématoxyline ; conserver dans la résine dammar. 

3« préparation, — Concrétions prostatiques. Ouvrez Turèthre 
d'un homme adulte au niveau de la prostate et comprimez cette glande 
avec vos doigts. Vous verrez suinter un liquide blanchâtre, lactescent 
qui renferme des granules brunâtres. Portez une goutte de ce liquide 
sur le porte-objet et couvrez d'une lamelle après avoir ajouté une 
goutte d'eau. Examinez, d'abord, avec un grossissement faible les 
grosses concrétions, prenez ensuite un objectif puissant pour étudier 
les plus petites. Comprimez la lamelle avec uue aiguille pour voir 
leur fractionnement en couches stratifiées. Faites passer, sous la lamelle, 
une goutte de la solution d^tode iodurée^ les concrétions prennent 
une teinte jaune verdàtre qui passe au bleu si Ton ajoute de Yâcide 
sulfurique étendu d'eau. 

Les glandes de Co'wper, la muqueuse de Vurèihre et du gland, 
le prépuce, seront étudiés sur des coupes pratiquées après fixation 
par l'alcool. Les coupes seront colorées par le picro-carminate et con- 
servées dans la glycérine. Nous ne saurions trop conseiller de monter 
quelques-unes des coupes delà muqueuse uréthrale, vivement colorées 
par le picro-carminate, dans le mélange de glycérine, d'acide picrique 
et d'acide formique. 

Glycérine 50 

Solution saturée d'acide picrique 50 

Acide formique 1 

Ces préparations montreront le réseau élastique de la muqueuse 
avec une netteté remarquable. 

On fera les observations suivantes sur le tissu érectile des corps 
caverneux et du corps spongieux de lurèthre. 

Ire préparation, — Coupes. Un fragment de l'organe érectile est 
abandonné pendant 8 jours dans une solution de bichromate d'ammo- 
niaque à 2 p. 100. Après les lavages et le durcissement habituel par 
la gomme et l'alcool, colorez les coupes par l'hématoxyline et l'éosine. 

2e préparation, — Fibres lisses. Pour mettre en évidence les 
nombreuses fibres lisses qui entrent dans la composition du tissu 
érectile, employez l'alcool et la gomme. Colorez fortement les cou- 
pes par le picro-carminate et montez-les dans la glycérine formique* 

3* préparation. — Cellules endothéliales. Piquez avec une aiguille 
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de Pravaz le corps caverneux d'un animal qui vient de mourir et 
injectez une certaine quantité de la masse suivante : 

Eau distillée 35 gr. 

Gélatine 5 gr. 

Solution de nitrate d'argent au 100® 10 gr. 

Dissoudre la gélatine dans Veau et ajouter le nitrate d'argent. 

Faites des coupes sur l'organe ainsi injecté après durcissement par 
la gomme et l'alcool. Exposez la préparation à la lumière et montez 
dans la résine danmiar. 
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à raction des vapeurs diacide osmique (3 minutes) colorez parle picro- 
carminate et conservez dans la glycérine. 

3« préparation. — Coupes d'ovaire. Placez un ovaire de souris 
dans l'alcool fort (24 heures). Durcissez par la gomme et Talcool. 
Ayez soin d'orienter votre rasoir de telle sorte que vos coupes soient 
parallèles au grand axe de Torgane et passent par le hile. Colorez 
avec du pîcro-carminate et conservez dans la glycérine. 

4e préparation. — Coupes. Traitez de la façon suivante, un ovaire 
enlevé au même animal : Liquide de Kleinemberg (24 heures). Alcool 
à 900(12 heures), carmin boracique (24 heures), alcool absolu 
(24 heures), alcool et éther parties égales (24 heures), celluloïdine 
claire (12 heures), celluloïdine épaisse (24 heures), alcool à 90*» 
(24 heures). Coupez au microtome en mouillant abondamment votre 
rasoir avec de Talcool. Montez vos coupes dans le dammar après les 
avoir éclaircies par Tessence de bergamote. Il faut éviter de se ser- 
vir d'essence de girofle qui dissout la celluloïdine. 

5« préparation. — Coupes. Placez un ovaire dans 100 c. c. de bi- 
chromate d'ammoniaque à 2 p. 100 (8 jours). Lavez soigneusement,, 
durcissez par la gomme et l'alcool, colorez vos coupes par l'hémato- 
xyline et Téosine. Résine dammar. 

6® préparation. — Vaisseaux. Injectez le système artériel d'une 
souris avec une masse de gélatine au bleu de Prusse. Traitez un des 
ovaires comme il a été dit pour la 5^ préparation. 

§ 2. — TROMPES 

Rien de plus facile que l'examen de la trompe de Fallope. Traitez 
un segment du conduit, long de 1/2 centimètre, par l'alcool fort 
(24 heures), la gomme (12 à 24 heures), l'alcool à 95o(24 heures). 
Faites des coupes transversales. Picro-carminate d'ammoniaque. Gly- 
cérine. 

§ 3. — UTÉRUS. 

L'utérus présente à étudier une tunique musculaire et une 
muqueuse. C'est l'utérus de l'homme, enlevé dans une opération, qui 
constitue le meilleur objet d'étude; mais, comme il est souvent difficile 
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de s*en procurer un, il faut le remplacer par l'utérus d'un petit animal 
1^^ préparation, — Fibres lisses. Enlevez avec des ciseaux 
courbes, une petite tranche du muscle utérin et placez-la sur une 
lame dans une goutte de potasse à 40 p. 100. Couvrez d'une lamelle 
et dissociez en appuyant votre aiguille sur le couvre objet. Vous ob- 
tiendrez ainsi de fort belles cellules entièrement isolées. Il est néces- 
saire d'examiner immédiatement la préparation qui ne se conserve pas. 
2« préparation, — Fibres lisses. Faites macérer un morceau de 
muscle utérin dans la solution suivante : 

Acide azotique ordinaire 1 

Eau distillée 10 

Au bout de 24 heures lavez votre pièce dans Teau distillée et 
dissociez sur le porte-objet avec les aiguilles. Picro-carmin ; glycé- 
rine. 

3® préparation, — Coupes. Pour voir la disposition des fibres 
lisses, faites des coupes longitudinales ou transversales en employant 
la méthode suivante : Fixez par le liquide de Kleinemberg (24 heu- 
res). Lavez dans l'alcool et, quand toute trace d'acide a disparu, 
durcissez par la gomme et l'alcool. Picro-carmin, glycérine acide. 

A^ préparation. — Muqueuse. Faites des coupes de la muqueuse 
du col et du corps après l'action de l'alcool, de la gomme et de l'al- 
cool. Picro-carmin, glycérine rouge. 

§ 4. — ORGANES ACCESSOIRES 

La muqueuse du vagin sera étudiée sur des coupes pratiquées 
après fixation par l'alcool. (Picro-carmin, glycérine.) On appliquera 
la même méthode à l'examen de la muqueuse vulvaire, de Vhymen 
des glandes vulvo-vaginales, 

§ 5. — GLANDE MAMMAIRE 

Il est indispensable d'étudier la glande mammaire chez un jeune 
sujet, chez l'adulte et chez la femelle à Tétat de lactation. On pren- 
dra de préférence cet organe chez le chat ou le lapin, car il est difficile 
de se procurer une mamelle de femme suffisamment fraîche. 
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l'« préparation» — Placez un morceau de mamelle, mesurant au 
plus 1 millim. de côté, dans quelques centimètres cubes d'acide osmique 
au centième (24 heures). Lavez soigneusement et durcissez par la 
gomme et Talcool. Les coupes seront colorées avec le carmin de 
Grenadier et conservées dans la glycérine. 

2e préparation, — Faites des coupes après fixation par Talcool 
et traitez-les par le picro-carminate d'ammoniaque. Glycérine. 

3® préparation. — Celte troisième série de coupes sera pratiquée 
sur des morceaux de glande mammaire traités de la manière suivante. 
Bichromate d'ammoniaque (10 jours). Gomme, alcool. Coupes. Eosine 
et hématoxyline. Dammar. 

4* préparation, — Placez un fragment de glande mammaire dans 
le mélange chromo-platinique de Merkel dont voici la formule : 

Sol. acide chromique à 1 p. 100 1 vol. 

Sol. chlorure de platine 1 vol. 

Eau 6 vol. 

Après 24 à 48 heures de séjour dans cette solution lavez dans 
l'alcool à 70o. Colorez vos coupes avec le mélange de carmin boracique 
et de carmin d'indigo. 

Préparez la teinture de la manière suivante : 

Pesez : Carmin 2 gr. 

Borax 8 gr. 

Eau distillée 128 gr. 

Faîtes bouillir. Laissez reposer et filtrez. Conservez dans un flac&ti "bouché. 

Préparez d'autre part la solution suivante : 

Carmin d'indigo 8 gr. 

Borax 8 gr. 

Eau distillée 128 gr. 

Filtrez et conservez dans un flacon bien bouché. 

Au moment de teindre vos coupes mélangez 1 vol. de la première 
solution avec 1 vol. de la 2». Laissez vos coupes dans ce mélange pen- 
20 ou 25 minutes puis passez-les quelques secondes dans une solution 
aqueuse saturée d'acide oxalique. Puis lavez longuement dans Teau. 
Alcool à 90» ; alcool absolu ; éclaircissez par la benzine employée à 
la place d'une essence ; dammar. 
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CHAPITRE QUINZIEME 



EXERCICES D'EMBRYOGENIE 



§ 1. — OBJET d'Étude, couveuses 

Il est si facile de se procurer des œufs d'oiseaux et de les soumet- 
tre à l'incubation naturelle ou artificielle que nous conseillons de com- 
mencer cette étude par l'embryogénie des oiseaux. Plus tard, quand 
on aura acquis une expérience suffisante, on pourra aborder l'étude 
du développement des mammifères, ce sera même un exercice excel- 
lent; mais comme notre livre est avant tout un manuel pour les débu- 
tants, nous ne sortirons pas des méthodes applicables à l'étude du 
développement des oiseaux. 

L'œuf de poule est le matériel qui sert le plus ordinairement dans 
ces recherches. Il faut qu'il soit aussi frais que possible et qu'il ait 
été fécondé. Tous les nourrisseurs vendent des œufs réalisant ces 
conditions, et destinés à l'incubation. « La meilleure de toutes les 
couveuses est la couveuse naturelle, la poule : le nombre des œufs qui 
ne parviennent pas à se développer est bien moindre qu'avec les cou- 
veuses artificielles et la marche du développement est beaucoup plus 
régulière. Sous la poule, un œuf de 36 heures par exemple se trou- 
vera précisément à la période de développement indiquée dans les 
traités théoriques. Au contraire dans la couveuse artificielle il est 
presque certain qu'il n'en est pas ainsi. Une bonne couveuse ne cesse 
pas de couver pendant trente et quelques jours. Il faut veiller à ce 
qu'elle ne manque pas d'eau et d'aliments. Il faut mettre les aliments 
à quelque distance des œufs et faire couver la poule dans un endroit, 
chaud tranquille et un peu sombre. On inscrira sur la coquille la date 
du jour où a commencé l'incubalion (1). S'il est facile de se procurer 

(1) BALFOUB. Embryogénie. 
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liquide. Il est bon de déposer au foDd de ce vase un fragment de 
gutta percha, sur lequel on applique Fœuf de façon à le fixer soli- 
dement. Puis on remplit le cristallisoir avec la solution physiologique 
de sel chauffée à 39». 

Eau 1000 

Chlorure de sodium 6 gr. 5 

D'un coup sec on cassse la coquille au niveau de sa grosse extré- 
mité et on agrandit l'ouverture vers la partie supérieure de l'œuf à 
l'aide d'une pince. On enlève ensuite la membrane coquillère qu'on 
a eu la précaution de conserver, et on voit apparaître le blastoderme. 
Quelle que soit la position de Toeuf, l'embryon se trouve toujours, 
à la partie supérieure. Cette préparation permet d'observer, à la 
loupe, le blastoderme in situ et vivant. Si l'on a soin de maintenir la 
température à 38«, l'observation peut être prolongée assez long- 
temps. 

Pour examiner l'embryon, vivant, par transparence, au microscope 
ou à la loupe, il convient d'employer la méthode suivante indiquée 
par le professeur Duval. L'aire embryonnaire ayant été mise à décou- 
vert on enlève l'œuf du cristallisoir, et on applique à la surface du 
vitellus un anneau de papier gommé entourant Tair embryonnaire. 
Lorsque le papier adhère à la membrane vitelline, ce qui arrive au 
bout de quelques minutes, on plonge l'une des lames d'une paire de 
ciseaux pointus et uns immédiatement en dehors du bord externe de 
l'anneau de papier, et on incise circulairement. On plonge de nou- 
veau l'œuf dans la solution physiologique de sel en évitant autant que 
possible d'agiter le liquide. Le blastoderme se détache en même 
temps que la membrane vitelline et l'anneau de papier, il est facile 
de Tétaler sur une lame ou sur un verre de montre plongé dans le 
cristallisoir. 



§ 3. — FIXATION DU BLASTODERME 

On peut employer un grand nombre de réactifs pour fixer le blas- 
toderme et les embryons de poulet, mais c'est l'acide osmique et la 
liqueur de Kleinemberg qui fournissent les résultats les plus 
beaux et les plus constants. 
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lo L'acide osmique à 1 p. 100 convient tout spécialement pour 
fixer les embryons pris dans le courant des trois ou quatre premiers 
jours' de l'incubation. L'œuf étant ouvert à sa partie supérieure, on 
laisse échapper la plus grande partie de l'albumen, puis on verse 
sur Taire embryonnaire quelques gouttes du fixateur. Au bout d'une 
ou deux minutes, quand le blastoderme commence à noircir, on 
porte Tœuf dans un cristallisoir plein d'eau et, avec des ciseaux fins, 
on découpe circulairement Tembryon. Cette opération est extrême- 
ment simple parce que la plaque embryonnaire est devenue ferme et 
résistante sous Tinfluence du fixateur. S'il s'agit d'un embryon très 
petit, l'action de l'acide osmique, agissant pendant une minute, suffit 
pour produire une bonne fixation ; mais si l'on opère sur un embryon 
plus volumineux (5 ou 6 jours par exemple) il est bon, après l'avoir 
traité comme il vient d'être dit, de le mettre pendant 10 ou 15 minu- 
tes dans une petite quantité de la solution fixatrice, après quoi on lave 
pendant une demi- heure ou une heure, puis on termine par la série 
des opérations qui seront indiquées plus loin. 

2o Le liquide de Kleinemberg est un fixateur très fidèle qu'on 
emploie journellement dans les recherches embryogéniques. Voici sa 
formule légèrement modifiée par Belles Lee et Henneguy. 

On mélange : 

Eau distillée 100 

Acide sulfurique pur et concentré 2 

JSt on ajoute de Vacide picriqtte autant qu'il s'en dissoudra. Filtrer 
et ajouter 3 volumes d'eau. 

On laisse les embryons dans ce liquide quatre heures ou même 
davantage si le développement est très avancé. On les porte ensuite 
dans l'alcool à 70o que Ton renouvelle jusqu'à disparition de toute 
trace d'acide. Il faut éviter de laver, dans l'eau, les pièces fixées par 
ce liquide. 

§ 4. — COLORATION 

Les embryons, fixés par l'une des méthodes précédentes, seront 
colorés en masse. Après l'acide osmique on emploiera le carmin 
aluné de Grenacher (12 heures). Après le liquide de Kleinemberg 

BONITAL. — TICHKIQUB UIOROBCOPIQUB. 12 
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OD colorera, au sortir de Talcool qui a servi à enlever Taclde pîcrique, 

avec le carmin boracique alcoolique. La durée diLS^o^r dans la 

solution colorante varie, suivant la grosseur de Tilabryon, de 12 à 

^ 24 heures. Il est bon de laver i*embryon, fortement coloré, daDS^ajH 

^•^ (après le carmin à l'alun) ou dans Valcool acidulé (après le^carmii 

L^ boracique) jusqu'à disparition de l'excès de matière colorante. 
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§ 4. — EXAMEN DE L*EMBRTON ENTIER 



^:^ La plaque embryonnaire, ainsi fixée et colorée, constitue dans les 

premières heures du développement (18 à 48 heures) une excellente 
préparation pour l'étude des formes extérieures de l'embryon. La 
meilleure méthode consiste à l'étaler sur un porte-objet et à la traiter 
par l'alcool a 90o puis par Talcool absolu. On remplace ce dernier 
par de l'essence de bergamote puis on monte dans la résine dammar. 
Il est bon de soutenir la lamelle par une petite cale en papier pour 
éviter de déformer les plissements qui circonscrivent la ligne primi- 
tive et le capuchon céphalique. 

§ 6. — INCLUSION. COUPES EN SÉRIE 

Les embryons, destinés à être débités en coupes (il est absolument 
nécessaire d'avoir des coupes longitudinales et transversales d'em- 
bryons pris à différentes périodes de l'incubation), seront inclus dans 
la celluloïdine et dans la paraffine combinées. Voici d'ailleurs la mar- 
che qu'il faudra suivre dans ces opérations. 

^^. 1. — Alcool à 90°; alcool absolu ; alcool absolu et éther parties 

égales. Celluloïdine. 

■ ';^ 2. — Durcissement par le chloroforme. Inclusion à la paraffine en 

■"^* opérant dans le vide (1). 

Le bloc de parafQne, contenant l'embryon, étant minutieusement 
orienté sur le porte-objet du microtome à bascule on fera exécuter à 
cet instrument un mouvement rapide de façon à obtenir un ;*uban de 
coupes. Ce ruban sera divisé en segments d'une longueur un peu inft» 

(1) Voyez page 127. 
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fieure ji eelie (îes lamcHes dont on dispose en ayant soin «le les placer 
sur des carrés de papier porlani un numéro il'oi-drc et ctinsems à 
l'abri des courants d'air. Quand on aura arhevL' un emijryon on pi'o- 
côilera au moiUage des coupes. C'est une opcratîon extrêmeineni 
simple, mais ijui nécessite la fixation des coupes sur le porte-otijel. 
Uien qu'il existe uo grand nombre de procédés permettant d'arriver 
à ce résultai, nous nous contenterons d'écrire la métlioiie de Schalli- 
Ijaum qui nous a toujours fourni d'excellentes préparations. Voici 
comment i! convient de procéder. On inèlc eosemble 1 pai'liedetollo- 




dion et selon la consistance 3 ou 4 parties d'essence de girofle. A 
l'aided'unpinceau on étale surunporte-objel une couche aussi mince 
que possible de la solution obtenue. On range les coupes sur la cou- 
che collante en les apptatissant légèrement avec un pinceau, puis on 
chauffe douce m en* le porte-objet pondant quelques minutes de fagon 
à évaporer l'essence. Âpres celle opérai) on les coupes sont fixées dans 
leur situation, il ne reste plus qu'à enlever la paraffini! avec delaben- 
îine et à couvrir avec une lamelle enduite de résine dammar. Il arrive 
parfois que la couche de collodion, située entre les coupes, présente une 
coloration l)lanclie plus ou moins opaque qui gène l'observation. Cela 
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provient de ce que Ton a employé une solution trop riche encollodion 
ou dp ce qu'on en a mis une couche trop épaisse. On peut sauver la 
préparation, déjà montée dans la résine, en dissolvant cette dernière 
par la benzine puis en déshydratant par l'alcool absolu et en broi^ 
sant l'espace opaque avec un pinceau très légèrement imbibé d'es- 
sence de girofle (1). 

(1) BoiXES Les et HsNNBauT. 
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Suivez la coloration à Taidc (l*un faible grossissement et quand les 
grains d'éléidine ont pris une teinte rouge couvrez d'une lamelle. 
Remplacez le picro- carmin (la pénétration doit se faire très lentement 
dans la chambre humide) par une goutte de glycérine neutre ou 
mieux de glycérine légèrement teinte en jaune par deTacide picrique. 
Cette préparation se conserve très bien. Traitez une seconde coupe, 
colorée comme nous venons de le dire, par la glycérine acétifiée 
vous verrez disparaître les grains d'éléidine. 

3« préparation. — Acide osmique. Placez un morceau de peau 
de Imillim. de côté et bien débarrassé du tissu sous-cutané, dans quel- 
ques centimètres cubes d'acide osmique à 1 0/0. Après 24 heures de 
séjour dans cette solution lavez soigneusement dans l'eau filtrée 
(12 heures) et durcissez par la gomme et Talcool. Les coupes, perpen- 
diculaires à la surface, colorées ou non par le carmin aluné, laisseront 
voir les différentes couches de Tépiderme avec une netteté remar- 
quable. 

4« préparation. — Bichromate. Un fragment de peau est aban- 
donné pendant un mois ou même d'avantage dans une grande quan- 
tité de bichromate d'ammoniaque à 2 p. 0/0 (il faut 200 centimètres 
cubes de solution pour 1 centimètre carré de peau). Au bout de ce 
temps lavez la pièce à grande eau pendant 24 heures puis durcissez 
par la gomme et Talcool. Faites des coupes très minces normales à 
la surface et montez- les dans l'eau phéniquée. C'est le meilleur pro- 
cédé pour voir les filaments d'union des cellules du corps muqueux de 
Malpighi. 

5e préparation. — Hématoxylineet éosine. Une des coupes, obte- 
nues dans la V^ préparation, est colorée par Vhématoxyline de Ran- 
vier puis par l'éosine. Alcool, alcool absolu, essence de bergamote, 
dammar. 

6® préparation. — Un morceau de peau, fixé par le bichromate 
d'ammoniaque comme il a été dit plus haut, est coloré en masse par 
un séjour de 24 heures dans le carmin aluné. Faites une inclusion 
dans la paraffine et orientez votre peau dans un microtome de façon 
à obtenir des coupes parallèles à la surface. Montez dans le dammar 
en suivant les règles qui ont été données pour l'examen des coupes 
pratiquées après inclusion dans la paraffine. 

7« préparation. — Dissociation. Le meilleur procédé consiste à 
faire macérer un morceau de peau, mesurant 1 ou 2 millim. de côté, 
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Faites dissoudre et ajoutez : 

Acide azotique 2 gr. 

Eau 18 gr. 

Alcool 10 gr. 

Après coloration traitez par Tacide acétique et montez dans la résine 
ou dans la glycérine. Dans ce dernier cas, la préparation ne se garde 
pas (1). 

4« préparation. — Cellules du derme. Traitez une coupe de la 
peau par le procédé employé par Erlich pour Texamen des cellules à 
granulations. 

5« préparation, — Cellules. Un fragment de peau mesurant un 
ou deux millimètres de côté, est placé dans du jus de citron fraîche- 
ment exprimé et filtré sur de la flanelle. Au bout de dix minutes on 
le lave rapidement et on le porte dans quelques centimètres cubes de 
chlorure d*or. Laver de nouveau et réduire dans Tacide formique au 
quart (24 heures). Durcir par la gomme et l'alcool, et monter les cou- 
pes dans la glycérine. (Ranvier. Traité technique.) . 

6« préparation, — Vaisseaux sanguins. Injectez un doigt de 
rhomme en suivant la technique indiquée dans le chapitre réservé 
aux méthodes d'injection. Traitez un fragment de peau de la pulpe du 
doigt par le bichromate, la gomme et Talcool. Coupes perpendicu- 
laires à la surface. Coloration par le carmin aluné. Résine dammar. 

7« préparation, — Vaisseaux lymphatiques. Pour injecter les 
vaisseaux sanguins et les vaisseaux lymphatiques, il faut employer le 
procédé suivant, indiqué par le professeur Ranvier. Remplissez de 
bleu soluble une seringue hypodermique, munie d'une canule à pointe 
fine, à biseau très court. Piquez obliquement la peau tout en poussant 
le piston. S'il se forme une élevure, l'injection est à recommencer, 
s'il se produit une tache à diffusion rapide, la préparation est réussie. 
Dans ce cas injectez les vaisseaux sanguins avec une masse de géla- 
tine au carmin, et puis prenez de la peau dans les points réussis que 
vous durcirez par le bichromate. Alcool et gomme. Coupes perpendi- 
culaires à la surDice. Résine dammar. 

(I) Procédé attribué à. Unna par Bolles Lee et Henneguy. 
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porte-objet dans une goutte d'acide sulfurique ordinaire. Couvrez 
d'une lamelle et chauffez doucement sur la flamme de la lampe â 
alcool. Pour dissocier les cellules de la couche corticale, pressez sur 
le couvre-objet avec une aiguille. 

3« p7*éparation, — Moelle. Pour étudier les cellules médullaires 
prenez des cheveux blancs. Faites-les bouillir dans la solution de 
soude à 40 p. 100 jusqu'à ce qu'ils se gonflent et se crispent. Cou- 
vrez d'une lamelle et examinez avec un grossissement moyen. Si la 
substance corticale gène Tobservation, dilacérez vos cheveux avec les 
aiguilles. Vous isolerez sans trop de peine des séries tout entières 
d'éléments médullaires. (Pouchet etTourneux.) 

impréparation. — Coupes. Pour obtenir des coupes perpendiculaires 
au grand axe des poils, il faut faire une inclusion double au collodion 
et à la parafQne. Voici comment nous conseillons de procéder. 

a. Prenez une lame porte-objet et placez à une de ses extrémités 
une goutte de cire à cacheter, saisissez ensuite le cheveu dont vous 
désirez faire la coupe et fixez le sur la cire en le faisant pénétrer au 
moyen d'une tige de fer ou d'une aiguille qu'on chautfe à la lampe. 
Agissez de même pour un second, un troisième, un quatrième^ etc.. 
cheveu que vous fixerez les uns à côté des autres. Prenez ensuite 
un morceau de diachylon de la largeur de lame et appliquez-le à son 
extrémité opposée. L'adhérence a lieu facilement en appuyant avec la 
pulpe du doigt. Déposez sur le diachylon une goutte de cire à 
cacheter et reprenant chaque cheveu, un à un, fixez-les avec la tige 
chauffée par leur autre extrémité de façon à les faire adhérer à la ban- 
delette de diachylon » (1). Traitez les cheveux placés les uns à côté 
des autres et régulièrement tendus, par l'alcool absolu, puis par 
l'éther en évitant avec soin de mouiller le diachylon (2). Cela fait, 
arrosez-les avec du collodion de façon à les englober dans une masse 
que vous laisserez s'épaissir par évaporation de l'éther. 

b. Enlevez la couche de collodion qui renferme les cheveux et 
durcissez par le chloroforme. Faites ensuite une inclusion dans la 
paraffine en suivant la méthode ordinaire. Faites des coupes per- 
pendiculaire en vous servant du microtome et montez les dans le dam- 

(1) Ce tour de mûln, ainsi que l'emploi du collodion pour Tétude des poils est dû au 
Dr Paul Latteuz. Technique microscopique. 

(2) Si les cheyenz se détendent et deviennent flexueux, tendez -les de nouveau en 
déplaçant le dlaobylon (Latteux). 
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Prenez le doigt d'un sujet jeune enlevé dans une amputation. Avec 
un scalpel pointu circonscrivez tous les tissus situés au-dessous de 
Tongle en rasant soigneusement la phalange. Placez le tout dans 
l'alcool à 90<> (24 heures), puis durcissez par la gomme et Talcool. 
Faites des coupes longitudinales et transversales en employant le 
procédé suivant : calez soigneusement la pièce dans le cylindre du 
microtome Ranvier en vous servant non pas de moelle de sureau mais 
de morceaux de liège fin. Fixez le microtome sur un étau puis, avec 
un rasoir à trempe dure, coupez le liège et Tongle comme vous feriez 
pour un tissu ordinaire monté dans la moelle de sureau. Il est néces- 
saire d'arroser abondamment la pièce avec de Talcool pendant tout le 
temps de Topération. Il ne faut pas chercher à faire des coupes trop 
fines ; les sections de moyenne épaisseur et complètes conviennent 
très bien pour Texamen. Colorez vos coupes par le picro-carminate 
et montez-les dans la glycérine neutre ou acide. 

• 

§ 7. — TERMINAISONS NERVEUSES 

Nous étudierons successivement la préparation des fibres nerveuses 
intra-épithéliales, des corpuscules de Meissner et des corpuscules de 
Pacini. 

1*"® préparation, — Fibres intra-épithéliales. Prenez, sur un doigt, 
parfaitement frais, au niveau de la face palmaire de la 3« phalange, 
un morceau de peau mesurant un ou deux millimètres de côté. Après 
avoir enlevé le tissu cellulaire sous-cutané, placez-le dans le mélange 
de chlorure d'or et d'acide formique. 

Chlorure d'or à 1 p. 100 4 p. 

Acide formique 1 p. 

Faites houiUir et laissez refroidir. 

Au bout d'une heure de séjour dans ce liquide, placez la pièce dans 
de l'eau légèrement acétifiée après avoir enlevé l'or en excès en la 
plongeant très rapidement dans l'eau distillée. La réduction doit se 
faire à la lumière du jour. Quand elle est achevée (ce qui arrive 
au bout de 36 à 48 heures) on porte la pièce dans l'alcool fort. Coupes 
perpendiculaires à la surface. Glycérine. (Ranvier. Traité tech- 
nique.) 
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2e préparation. — Corpuscules de Meissner. On pourra très bien 
observer les corpuscules de Meissner sur les coupes obtenues dans 
les préparations de peau faites aprËs l'action de l'acide o&mique 
et de l'êilcool (voir l" préparation p. 181 et 3», p. 182) ; nous indique- 
rons en outre les procédés suivants : 

Un fragment de peau de la pulpe dudoigl est placé pendant quinze 
minutes dans du jus de citron. Lavez puis portez dans le chlorure d'or 
ou dans le chlorure double d'or et de potassium (une heure). La réduc- 
tion s'obtient dans de l'eau légèrement acétiHée à la lumière du jour. 
Elle s'effectue très lentement (deux ou même plusieurs jours) aussi on 
a cherché à la rendre plus rapide, n On peut, après avoir laissé séjour- 
ner les fragments chlorurés dans l'eau distillée pendant douze à vingl- 
quatre heures, les chauffer dans l'acide tartrique en solution saturée, 
â la température de 70° à 80". Au bout de quelques instants, quinze 
à mgl minutes au plus, les fragments ont pris une belle teinte variant 
du rouge vif au violet foncé. En chauffant trop longtemps on obtient 
un dépôt granuleux et noir qui gêne l'observation. On arrive par des 
tâtonnements à saisir le moment ou il faut cesser de chauffer. » La 
pièce, dorée parlaméthode/enfe (acide acétique et lumière) ou par la 
méthode rapide (acide tartrique et chaleur), est ensuite placée dans 
l'alcool fort. Si le durcissement n'est pas suffisant on le complète par 
la gomme et l'alcool et on fait des coupes perpendiculaires à la sur- 
face qu'on monte dans la glycérine. 

3" préparation. — Corpuscules de Pacini. Avant d'étudier les 
corpuscules de Pacini, que l'on trouve sur le trajet des nerfs collaté- 
raux des doigts, il est bon d'examiner ces corpuscules dans le mésen- 
tère du jeune chat. 

a. Corpuscules du mésentère du chat. Etalez un lambeau du mésen- 
tère du chat pris au niveau du point d'insertion de cette séreuse 
et cherchez les corpuscules àl'aide d'un faible grossissement. Quand 
vous en aurez découvert quelques-uns, il faut parfois faire un assez 
grand nombre de préparations, débarrassez -les, à l'aide des 
aiguilles du tissu conjonctif et des cellules adipeuses qui les accorapa- 

^_ goenl et placez-les dans la solution de nitratre d'argent à 1 p. 300. 

^^b Quand l'imprégnation est produite, lavez dans l'eau distillée et moatez 

^^V dans la glycérine. 

^^B b. Corpuscules des nerfs collatéraux. Le professeur Ranvier con- 

^^m seille d'employer le procédé suivant pour découvrir les corpuscules 

l 
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de Pacini placés sur le trajet des nerfs collatéraux des doig^^^4 Dans 
un doigt de l'homme tout à fait frais, provenant d'une amputation par 
exemple, on pratique, avec une seringue de Pravaz, sur le trajet des 
nerfs collatéraux, une injection d'acide osmique de 1 p. 100. Puis 
après avoir incisé la peau suivant le trajet, on saisit un des lambeaux 
de l'incision et on le dissèque. Au milieu du pannicule adipeux 
coloré en noir, on distingue les corpuscules de Pacini colorés en jaune 
clair et translucides. Après les avoir recueillis, on les débarrasse des 
débris de tissus conjonctif qui y adhèrent et on les plonge dans une 
solution de picro-carmin à 1 p. 100, où on les laisse pendant 24 heu- 
res. On les lave et on complète leur durcissement par l'alcool ». 
Avec un peu d'habitude on obtient facilement des coupes longitu- 
dinales et transversales de corpuscules simplement fixés dans un 
bâton de moelle de sureau. Il est infiniment plus simple d'inclure 
les corpuscules dans de la paraffine et de faire les coupes au 
microtome. On suivra la technique suivante : Au sortir de l'alcool à 
90o le corpuscule est placé dans l'alcool absolu (12 heures) puis dans 
l'essence de bois de cèdre (12 heures) et enfin dans les bains de paraffine 
(voyez page 33). Orientez soigneusement votre corpuscule dans la boîte 
à inclusion avant de faire vos coupes. Celles-ci, une fois faites, dissol- 
vez la paraffine par la benzine et montez dans la résine dammar. 

c. Pour voir le réseau capillaire des corpuscules de Pacini faites 
des coupes sur des corpuscules pris sur un doigt injecté avec une masse 
de gélatine au bleu de Prusse. 
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Pour étudier cette membrane pj-enez la cornée de la grenouille, 

I lapin ou de Vhomme si voua pouvei en avoir une parfaitement 
r^ictie. 

préparation. — Cellules fixes. Imprégnation d'argent. On 
peut faire une imprégnation négative ou positive (1) de la cornée 
suivantle mode d'emploi du réactif. Pour faire une imprégnation néga- 
tive promenez ua crayon de niti'ate d'argent sur la cornée d'une gre- 
nouille laissée en place, puis enlevez l'ueil pour le placer dans l'eau 
distillée. Avec des ciseaux fins enlevez la cornée, gratlez-la sur ses 
deux faces pour enlever l'épithélium et moutez-la dans la gljcérine 
ou dans la résine dammar. 

2" préparation. — Imprégnation d'argent. Une cornée de gre- 
Bouille traitée par la méthodo précédente est abandonnée pendant deux 
i(Hi trois jours dans de l'eau distillée. Au bout de ce temps on la monte 
.^Qs la résine dammar ou dans la glycérine. Les espaces iulcrcellu- 
iaires sont devenus claii's et les cellules ont pris une teinte noire. 
C'est là une imprégnation positive de la cornée. 

3° préparation. — Imprégnation par l'or. Placez une cornée de 
grenouille dans du jus de citrim ou dans une solution faible d'acide 
acétique à 1 p. 100 (5 ou 6 minutes). Après l'avoir épongée avec du 
papier filtre portez-la dans une solution de chlorure d'ur à 1 p. 100 où 
elle doit séjourner sept à huit minutes. Au bout de ce temps, la 
cornée étant bien imbibée par la solution du sel d'or, transporte/ celle 
membrane dans de l'eau arétifiée. Eu général, la réduction est coin- 
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plète au bout de vingt-quatre heures et la cornée a pris une (>elle 
teinte lilas. Grattez Tépithélium et montez la cornée dans la glycérine. 
Si l'épaisseur de la membrane gène l'observation, coupez, avec un 
rasoir bien tranchant des lames parallèles à la surface que vous exa- 
^ minerez comme s'il s'agissait de la cornée entière. 

4« préparation. — Cellules fixes. Placez une cornée de grenouille 
sur une lame et exposez-la aux vapeurs d'iode. Quand elle a pris une 
teinte brune raclez l'épithélium et examinez avec un grossissement 
moyen. Si la coloration n'est p^s suffisante exposez de nouveau à 
l'action des vapeurs d'iode. Le réseau des cellules fixes est coloré avec 
une précision remarquable. 

50 préparation. — Cellules fixes. Pour voir les cellules fixes à 
l'état vivant, prenez une cornée de grenouille, et montez-la dans la 
chambre humide porte-objet de Ranvier. Tout d'abord les cellules 
sont invisibles, mais leur corps apparaît peu à peu, et au bout d'une 
heure, leur image est nettement dessinée. Enlevez la paraffine qui 
borde la lamelle, et exposez la cornée à l'air : les cellules deviennent 
de nouveau entièrement invisibles. Cela tient à des modifications 
hygroscopiques qui déterminent des changements dans la réfringence 
de§ éléments qui forment la cornée. (Ranvier.) 

6e préparation. — Placez la cornée do l'homme, du lapin, du 

cobaye^ de la grenouille, etc., dans la solution saturée d'acide picrique 

dans l'eau. Complétez le durcissement par l'action de la gomme et de 

l'alcool, et faites des coupes perpendiculaires à la surface, passant par 

^ un méridien de la membrane. Colorez ces coupes, dégommées, par le 

picrO'Carminate d'ammoniaque, et montez vos préparations dans la 
glycérine acide. 

7e préparation. — Fibres suturales. Pour bien voir les fibres sutu- 
rales, faites la préparation précédente avec la cornée d'un plagios- 
tome, la raie par exemple. 

S^ préparation. — Nerfs. La meilleure méthode pour démontrer 
les nerfs de la cornée est celle du jus de citron et du chlorure d'or. 
Une cornée, enlevée à une grenouille vivante, est placée dans les liquides 
suivants : 

a. Jus de citron fraîchement exprimé et filtré (5 minutes). 

b. Chlorure d'or (40 minutes). 

c. Eau acétifiée. 
Après un séjour de 24 à 48 heures dans Teau acétifiée, la cornée est 
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Au bout de 24 heures de macération il suffit d^agiter un fragment 
de cristallin dans une goutte de ce liquide pour obtenirun grand nom- 
bre de fibres parfaitement isolées. 

§ 4. — RÉTINE 

!'« préparation. — Coupes de la rétine du Triton crèté. D'après 
Ranvier il n*y a pas de rétine plus démonstrative que celle du Triton 
crèté, principalement en ce qui concerne les couches des cellules 
visuelles. Il faut suivre exactement la technique employée par cet 
auteur pour l'étude de cette membrane. 

a. L'œil entier, suspendu à un bouchon de liège, est exposé aux 
vapeurs d'acide osmique. 

b. Au bout de dix minutes on porte l'œil dans Valcool au tiers 
et par une incision circulaire, pratiquée à l'aide des ciseaux fins, on 
le divise en deux segments. Le segment postérieur renfermant la 
rétine est abandonné pendant quelques heures dans Talcool au tiers. 

On le porte ensuite dans du picro-carminate où il doit séjourner 
quelques heures. 

c. Au sortir de ce bain on le place dans deux ou trois c. c. d'acide 
osmique à i p. 0/0. Ce dernier réactif achève de fixer les éléments 
si altérables de la rétine. 

r 

d. Après quoi on le met à dégorger dans l'eau et on le transporte 
dans ï alcool fort. Au bout de vingt-quatre heures le durcissement 
est suffisant pour qu'on puisse faire des coupes à main libre. Ces 
coupes sont très belles, mais il faut une grande habileté pour les 
obtenir assez fines. En employant la méthode d'inclusion à la 
paraffine on tourne la difficulté et on obtient des préparations dont 
les éléments ne sont pas sensiblement altérés. Ces coupes sont con- 
servées dans la glycérine ou dans la résine dammar. 

2« préparation. — Dissociation. Placez un œil de Triton crête 
dans la solution d'acide osmique à 1 p. 0/0. Au bout de vingt-quatre 
heures incisez le bulbe au niveau de son équateur et transportez le 
segment postérieur dans l'eau distillée où vous le ferez macérer pen- 
dant deux ou trois jours. Enlevez avec des ciseaux courbes un frag- 
ment de la rétine et dissociez sur une lame avec les aiguilles. Picro- 
carmintte et glycérine. (Ranvier.) On peut employer, au lieu d*eau 
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pure : Vatcool au tiers, le sérum iodé, Y acide chromique, très 
faible, pour faire macérer la rétine fixée par rosmium. 



§ 5. — COUPES DE l'oeil ENTIER 

Il est parfois nécessaire de pratiquer des coupes comprenant les 
milieux de l'œil maintenus dans leur situation respective. Il ne faut 
pas songer dans ce cas à employer une méthode simple et il est indis- 
pensable de combiner plusieurs procédés destinés à obtenir une fixa- 
lion fidèle et un durcissement convenable. 

1° Fixation, — La solution fixatrice doit être très pénétrante 
« car les tissus qui forment les diverses parties de l'œil ont une consis- 
tance très différente. Il y a des membranes, comme la sclérotique et la 
cornée qui possèdent une consistance considérable et qui sont par con- 
séquent très peu perméables pour les liquides de fixation. Ces deux 
membranes, placées à la périphérie du globe oculaire entourent les 
autres parties de l'œil et empêchent la pénétration des liquides dans 
l'intérieur de l'organe et la fixation des éléments qui composent le 
contenu du bulbe. Il faut ramollir la sclérotique pour permettre au 
fixateur de passer plus rapidement au travers de cette membrane. 
Nous nous servons de Vacide acétique que nous ajoutons au liquide 
de fixation. Ce dernier se compose d'un mélange d'acide c/iromique, 
d'acide jpicrique et dans quelques cas d'acide osmique (1). 

Sol. aq. d'acide chromique à 1 p. 100 25 vol. 

Sol. aq. saturée d'acide picrique 10 vol. 

Eau 65 vol. 

Ajoutez quelques gouttes d'acide acétique. 

Si l'on veut fixer les éléments de la rétine d'une façon aussi par- 
faite que possible il est indispensable d'ajouter à ce mélange 2 vol. 
d'acide osmique à 1 p. 0/0. 

On place l'œil entier dans ce mélange et au bout de quatre ou cinq 
jours, quand le bulbe a acquis une certaine consistance^ on le coupe 
en deux moitiés en orientant le rasoir de telle sorte que la section 
passe à travers le nerf optique et par le milieu de la cornée. 

(1) HŒXSEL. Bulletin de la Clinique nationale des Ovinze-VingU, 1886. 
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2o Durcissement, — On porte les liémisphèrcs dans l'eau où 
on les abandonne trois ou quatre jours pour enlever racide pîcrique 
et la couleur produite par l'acide picrique et par Tacide chromîque. 
On les plonge ensuite dans le liquide de Muller ou dans ValcooL 

L'œil doit séjourner au moins deux semaines dans le liquide de 
Muller. Après quoi on le lave soigneusement et on le colore en masse 
avec le carmin au borax. 

Si Ton choisit Valcool on ])orte successivement la pièce dans la 
solution colorante, puis dans Talcool à 40», GO", 80» et CO*. 

30 Coloration. (En masse avec le carmin au borax.) 

40 Inclusion dans la])ara(Tinc ou dans la collulotdine. 
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ETUDE DE LA KARYOKINESE 



§ ].— MÉTHODES GÉNÉRALES 

Les tissus, dans lesquels on veut observer la division indirecte des 
noyaux, doivent élre traités suivant les méthodes générales que nous 
avons étudiées dans la première partie de ce livre. 

Ils doivent être soumis à l'action d'un réactif /ixa/eu7', puis dur- 
cis et débiles en coupes. Ces dernières, colorées au moyen d'une 
teinture, seront observées immédiatement ou conservées dans un li- 
quide approprié. 

Nous ne reviendrions pas sur ces méthodes si elles ne devaient 
être modifiées pour l'élude spéciale que nous entreprenons. 

1. Fixation : Le nombre des réactifs fixateurs applicables à l'ob- 
servation du noyau en voie de division est extrêmement restreint. 
Nous conseillons d'employer exclusivement soit le liquide de Flem- 
ming, soit Vacidt' picrique en solution aqueuse. 

Le liquide de Flemming est un mélange d'acîde chromique, 
d'acide acétique et d'acide osmique. Voici deux formules indi- 
quant, Tune, la composition de ce liquide tel qu'il a été indiijué par 
Flemming, l'autre (n© 2) est le \y(0[de de Flemming employé par H. Fol. 

f Sol. d'acide chromique à 1 p. 100 25 

J Sol. d'acide osmique à 1 p. 100 10 

I Sol. d'acide acétique à 1 p. 100 10 

\ Eau distillée 55 

Sol. d'acide chromique à 1 p. 100 25 

gy^ \ Sol. d'acide osmique à 1 p. 100 2 

SoL d'acide acétique à 1 p. 100 5 

Eau distillée G8 

♦ 
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Le liquide de H. Fol, moins riche en osmium, noircit moins les 
pièces, ce qui facilite les lavages et la coloration (BoUes Lee et 
Henneguy). On obtient cependant de fort belles préparations avec le 
liquide de Flemming, tel que l'a formulé cet auteur. On aura soin de 
conserver le mélange chromo-acéto-osmique dans un flacon bouché à 
Témeri, et minutieusement lavé, comme il a été dit pour la conserva- 
tion de Tacide osmique à 1 p. 100. Il faut avoir soin de ne placer dans 
ce liquide que des pièces de très petites dimensions (un millimètre de 
côté environ), si Ton veut obtenir une fixation complète. L'action du 
fixateur doit être prolongée pendant six ou douze heures. 

Vacide picrique^ en solution aqueuse saturée, fixe très bien les 
figures karyokinéliques. Il convient de n'employer que de très petits 
fragments de lissns, et il faut éviter de prolonger son action au delà 
de vingt quatre lieures. 

2. Durcissement. — Les pièces fixées par Tun des réactifs précé- 
dents, seront minutieusement lavées. Après le mélange chromo-acéto- 
osmique, on lavera pendant cinq ou six Jieures dans un grand cristal- 
lisoir plein d'eau ; après l'acide pierique, on emploiera pour les lavages 
l'alcool fort plusieurs fois renouvelé. 

Après l'action du fixateur, le durcissement est suffisant pour per- 
mettre de faire des coupes suffisamment minces. Si l'on n'y parvient 
pas, on emploiera la gomme et Valcool^ mais on se gardera bien de 
faire une inclusion dans la paraffine ou dans la celluloïdine, comme le 
conseillent certains auteurs ; on obtiendrait ainsi de fort laides prépa- 
rations. Ainsi, pour durcir, employer l'alcool, ou tout au plus, la 
gomme et ValcooL 

3. Coupes, coloration et conservation. — Les coupes exécutées 
à main libre, ou à l'aide d'un microtome quelconque, seront soumises 
à l'action d'un réactif colorant, qui sera choisi avec un grand soin. Le 
vert de méthyle, le carmin aluné, l'hAatoxyline et la safranine four- 
nissent des colorations très brillantes. 

Le vert de méthyle ne teint que la nucléine seule ; c'est donc le 
colorant par excellence des figures karyokynétiques ; mais la colora- 
tion obtenue s'efface avec le temps. Voici la solution qu'il convient 
d'employer : 

Vert de méthyle 1 gr. 

Acide acétique 1 gr. 

Eau distillée 100 gr. 
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lulcs animales on commençant par les tissus des amphibiens (sala- 
mandre) et en terminant par les mammifères. 

a. Kanjokinèse dans les cellules végétales. — On prendra 
soit l'pxlrémilé apicale de la racine d'une jeune plante (un oignon de 
Jaciutht; placé dans l'eau depuis quelques jours convient très bien) soit 
Vovule d'une renonculacée ou d'une plante quelconque. On fixera par 
le liquide de Flemming ou par l'alcool absolu et on inclura la pièce dans 
la celluloïdine en suivant la méthode dont nous avons parlé plus 
hai:l. Recevoir les coupes dans une soucoupe remplie d'alcool à90o et 
teindre en employant la méthode de Dœttclier et Herman)?. Conser- 
vation dans la résine dammar. 

b. Kanjokinèse chez les amphibiens. — C'<\<t chez la Sala- 
mandre ou chez le Triton qu'on peut observ«'r d;nis Innt sou déve- 
loppement, la division indirecte des noyaux. 

On trouve facilement dos larves de Triton oâ de Salamandre dans 
les fla([n«'s d'eau ou dans les petits ruisseaux ver> le moi-i de mai ou 
de juin. Si on ne les emploie pas immédialement, il est nécessaire de 
les conserver dans un aquarium dont l'eau sera changée chaque jour 
ou même deux (ois par jour si le vase est i)elit. La nourriture de ces 
larves, com[)Osée de petits vers aquatiques tols que le tubifex rivu- 
lorum, devra être très abondante sans quoi on s'exposerait à ne point 
trouver défigures karyokiné'iquesdans Us tissus. 

Jetez une larve vivante dans un flacon contenant quelques centi- 
mètres cubes de liquide do. Flemming. Quand la larve est devenue 
immobile, retirez la pour fendre la paroi abdominale et replacez-la 
dans le (ixaleur. Vous favorisez ainsi la pénétration du liquida 
chromo-acéto-osmique. Au bout de quelques heures, cherchez dans 
la région thoracique les deux tubes allongés qui représentent les pou- 
mons en voie de formation. Après les avoir détachés et fendus lavez 
pendrnt vingt minutes juis étalez i^uriine lame la face interne étant 
tournée en haut. Coloration avec l'une des teintures indiquées plus 
haut. Conservation dans la résine dammar. 

Le mésentère et la vessie de cette même larve pourront être 
étudies par le même procédé. Les lamelles des branchies qui se 
montrent de chaque côté de la tète sous forme de houppes élégantes, 
fournissent également de fort belles préparations. 

(1) lioLiJis Li:r. et II!:nn]:<jl'v. Luo cWito, 
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(1. Liquide de Fol. 

Sol. Acide chromique 

1 p. 100 25 parties 

Sol. Aciile osmique 

1 p. 100 2 

Sol. Acide acétique 

I p. luO 5 

Eau distillée 67 

Acide formique. — L'acide 
formique possède des propriétés 
semblables à celles de l'acide acé- 
tique. On l'emploie pour le même 
usage et dans les mêmes condi- 
tions que cet acide. 

Acide nitrique. — Fixateur 
d'une grande finesse à condition 
de ne pas le faire agir trop long- 
temps. On emploie les solutions 
suivantes : 

a. Acide nitrique pur. . 3 à 10 
Eau distillée 100 

b. Acide chromique ^ acidi 
nilrique et alcool. 

Acide nitrique à 10 p. 0/0. 30 ce. 
Ac. chromique à 0,5 p. Ô/O 40 
Alcool à90o 30 

II est encore combiné avec Taci- 
de picrique (voy. solution d'acide 
picrique). 

Acide osmique. — C'est un 
fixateur remarquable sur lequel 
nous nous sommes longuement 
étendus au chapitre des fixations. 
Voici les formules des liçjuides 
fixateurs dont fait partie ce 
réactif. 

a. Acide osmique 1 

Eau distillée 100 

1). Liquide de Flemming 
(voir Acide chromique). 

c. Acide osmique et alcool. 

Sol. acide osmique à 1 0/0 5 gr. 
Alcool à 90o 5 gr. 

Ce mélange ne se conserve pas 
il faut le faire au moment de s'en 
servir. 



Acide picrique. 

a. Eau 1000 

Acide picrique. Q.S.p. saturer. 

b. Liquide de Kleinemberg, 
Solution saturée d'acide 

picri(|ue 100 vol. 

Acide sulfurique 3 vol. 

Il se lorme un précipité. On 
filtre et on ajoute 3 vol. d'eau. 

c. Liquide picro-nitrique. 

Eau 100 vol. 

Acide nitrique 5 

Acide picrique. Q.S.p. saturer. 

d. Liquide jncro-chlor hy- 
drique. 

Eau 100 

Acide chlorhydriqiie . . 8 vol . 
Acide picrique. Q.S.p. saturer. 

Ces deux dernières solutions 
doivent être employées sans ajou- 
ter de l'eau (Paul Mayer). 

e. Liq. de Kleinemberg et 
acide osmique , 

Liq. de Kleinemberg 100 

Sol. d'acide osmique à 1 0/0. 100 

Remplace le liquide de Flem- 
ming dans les recherches karyo- 
kyncliques (Francotle). 

f. Acide picro-chromique. 

Sol. Acide picrique saturée. 15 
Sol. Acide chromique 1 0/0 26 
Eau 60 

Alcool. — Employé à diffé- 
rentes concentrations. 

a. Alcool au tiers fRanvier). 

Alcool à 36o Cartier 1 vol. 

Eau distillée 2 vol. 

Cet alcool pèse 33o,3 de l'alcoo- 
mètre centésimal. Il fixe conve- 
nablement h^s tissus mais il est 
surtout employé comme dissocia- 
leur. 

b. Alcool à 90\ Employé cou- 
ramment comme fixateur. Les 
tissus doivent séjourner 24 heu- 
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Chlorure db platine. — II. — Réactifs colorants. 

Ce sel est surtout employé com- 
biné avec l'acide chromique sous Carmin. — Il existe un nombre 
le nom de solution de Merkel. considérable de teintures ayant 

Solution de Merhel P^^^ ^^^^1^ carmin nous donne- 

nu} A , . « . l'ons les formules d un certam 

Cnlorure de platine sec. . . «^ 1 nombre bien que nous engagions 

Acide chromique 0» 1 ^og lecteurs à n'employer que 

Eau distillée 80 gr. celles que nous avons données 

Cette solution fixe très bien dans le courant de ce livre, 

les structures délicates. Faire a. Acide carminique. — 

agir quelques heures puis trans- Pour extraire l'acide carminique 

porter dans l'alcool a 70«C. de la cochenille, on épuise la 

cochenille par l'éther qui dissout 

Perchlorure de fer. — les matières grasses, puis on en 
Peu employé, il pénètre lente- fait une décoction avec de l'eau 
ment mais il tue et fixe très bien bouillante. On précipite cette solu- 
les animaux unicellulaires. tion par une solution de sous- 
Alcool ou eau distillée. . . 100 gr. ^^é^a,^,*^ ,^?,. ?*««?!> rendue acide 
Teintureofficinaledeper- P^* ^^^^^Ijl^" d acide acétique. 

chlorure : . . . 2-10 l^e précipite formé par du carmi- 

nate et par du phosphate de plomb 

Pour fixer les pièces, employer est lavé, à l'eau chaude, jusqu'à ce 

la liqueur à l'alcool et laver soi- que l'eau de lavage ne donne plus 

gneusement dans l'alcool ou dans Je précipité quand on ajoute du 

l'eau contenant 1 p. 100 d'acide chlorure de mercure. On décom- 

oxalique. pose ensuite le carminate de 

T^,^^ r> p ♦« ^«« plomb, tenu en suspension dans 

V ^^^!; 7 ^A^J^'^iT. r"^ l^eau, par un courant*d' hydrogène 
1 examen rapide des éléments. ' ^^^^^^^ q„ ^^cante et on évapore 

a. Formule de Ranvier. à sec. Le résidu est, ensuite, repris 

Eau distillée 100 gr. Par l'alcool absolu q^ui donne, par 

lodiire de potassium .... 2 » évaporation, des cristaux d'acide 

Iode Q. S. p. saturer, carminique Cet acide très solu- 

ble dans 1 eau et dans lalcool 

b. Formule de Lugol. peut être employé en solution 

Eau distillée 100 gr. alcoolique ou en solution aqueuse, 

lodure de potassium. ... 6 » ^au ou alcool à 90o. . 100 gr. 

^^^^ ^ *^ Acide carminique. ... s' 3 

Lesérum iodé, que nous retrou- ^ ^ t.t 

verons plus loin, doit son action ^ Carmin acétique -- Nous 

fixatrice à l'iode qu'il contient. donnerons deux formules de car- 

^ mm-acetique. 

Nitrate d'argent. — Em- a- Acétate de carmiri, — 

ployé plus souvent pour l'impré- Faites bouillir de 1 acide acétique 

gnation des épithéliums. à 45 p. 0/0 de concentration avec 

^ 1. x-iix KAA un excès de carmin. Filtrer, éten- 

Eaudistillée. 500gr. ^^e d'eau. Une goutte de cette so- 

J>lurate a argent l» lution pour colorer les noyaux. 

Conserver à l'abri de la pous- Les préparations ne se gardent 

sière dans tin flacon noir. pas. 
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b. Carmin acétique. — 
(Sweiger-Seidel.) Ajouter, à une 
solution ammoniacale de carmin, 
de Tacide acétique jus<]u*à forma- 
tion d'un léger précipité. Filtrer. 
Conserver les préparations, colo- 
rées par ce carmin, dans la glycé- 
rine acide. 

Carmins alcooliques. — Il 
en existe un grand nombre. 

a. Carmins alcooliques à Va- 
cide chlor hydrique (Grena- 
cher). 

Alcool à 70« 100 gr. 

Acide chlorhydrique. 6 gouttes 

Carmin Q. S. 

Faire bouillir et filtrer. 

b. Carmin à Vacide chlo- 
rhydrique (Mayer). 

Alcool à 80o 100 

Acide chlorhydrique. 3 gouttes 

Carmin Q. S. p. 

saturer. 

c. Autre formule de P. Ma- 
yer. 

Alcool à 80o 100 gr. 

Acide chlorhydrique . 3 gouttes 
Carmin 4 gr. 

Faire bouillir une demi-heure, 
filtrer à chaud et neutraliser avec 
de Tammoniaque. 

d. Carmin borique alcoo- 
lique (Francotte). 

Alcool à 90« 75 ce. 

Eau distillée 25 

Acide borique 5 

Carmin §f 5 

Faire bouillir un quart d'heure 
et filtrer. 

e. Carmin alcoolique au 
borax, La préparation ae cette 
teinture a été indiquée dans le 
courant de ce livre. 

Carmin a l'alun. 

a. Carmin aluné de Grena- 
cher. 



Eau distillée 100 gr. 

Alun de potasse ou 

d'ammoniaque 1 à 5 gr. 

Carmin Q. S. p. saturer. 

Faites bouillir 20 minutes et 
filtrez. Conservez avec un cristal 
de thymol. 

b. Carmin aluné à Vacide 
acétique (Henneguy). 

Carmin à l'alun de po- 
tasse 100 gr. 

Acide acétique 10 

Laissez reposer plusieurs jours 
et filtrez. 

Carmin a l'ammoniaque. 

a. Carminate d'ammonia- 
que (Ranvier). 

Eau distillée 100 

Ammoniaque 1 gr. 

Carmin 1 

Triturer le carmin dans un 
mortier avec l'ammoniaque jus- 
qu'à dissolution. Ajouter l'eau. 
Abandonner jusqu'à disparition de 
l'odeur ammoniacale ou bien 
chauffer au bain-marie jusqu'à 
commencement de précipité. 

b. Carmin de Frey. 

Ammoniaque Q. s. 

Eau distillée 30 

Carmin 0,30 

Glycérine 30 gr. 

Alcool 4 

Dissoudre le carmin dans l'am- 
moniaque. Quand l'odeur ammo- 
niacale a disparu ajouter la glycé- 
cérine et l'alcool. 

c. Carmin de Hoyer. 

Carmin 1 gr. 

Ammoniaque 1-2 ce. 

Eau distillée 10 c. c. 

Après avoir fait chauffer au 
bain-marie jusqu'à disparition de 
l'excès d'ammoniaque, filtrer et 
ajouter de l'eau distillée pour for- 
mer 100 c. c II est indispensable 
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d'ajouter un gramme de chloral. 
On peut encore conserver le car- 
min en pâtey en poudre. Après 
avoir filtré (avant ajouter Teau) 
on précipite la solution par l'ad- 
dition de 50 grammes d'alcool 
à 90°. Filtrer de nouveau. Le 
précipité est lavé puis séché pour 
l'avoir en poudre. Si on veut le 
conserver à l'état de pâte, triturer 
ce proripité avec 2 c. c. d'alcool, 
2c. ('.de glycérine etl gr. de chlo- 
ral (Francotte). Pour faire la solu- 
tion colorante dissoudre 1 gr. de 
pou 'Ire ou de pâte dans l'eau 
distillée. 

d. Carmin de Beale, 

Caimin ^ 64 

♦ Ammoniaque 'd ^ 5 

Eau distillée 60 gr. 

Glycérine 60 

Alcool 15 

Triturer le carmin dans un 
mortier avec l'ammoniaque jus- 
qu'à dissolution. Ajouter l'eau 
et laisser évaporer l'excès d'am- 
monia()ue. Ajouter ensuite la 
glycérine et l'alcool. Ce carmin 
donne des colorations diffuses; 
pour avoir l'élection U faut laver 
les coupes, après teinture, dans 
l'alcool au tiers contenant quel- 
ques gouttes d'acide chlorhydri- 
que (Francotte). 

Carmins a l'acide picrique. 

Picro-caj'min (Ranvier). En 
outre des deux fornuiles que nous 
avons donné page 44, il existe de 
nombreux procédés pour la fabri- 
cation du picro- carmin. 

1. Méthode de Gage. 

Carmin 1 gr. 

Ammoniaque 60 

Acide picrique solut. à 

1 p. 0,0 100 

Dissoudre le carmin dans l'am- 
moniaque et ajouter l'acide picri- 
(|U3 les solutions étant froides. 



2gr. 



Evaporer à sec et dissoudre le 
résidu dans 100 gr. d'eau. 

2. Méthode de Weigert. 

Carmin 

Ammoniaque 

Solution sat. d'acide pi- 
crique 203 

Dissoudre le carmin dans l'am- 
moniaque et ajouter l'acide picri- 
(jue après 24 heures de repos. 
Verser dans la solution de l'acide 
acétique jusqu'à ce qu'il se pro- 
duise un léger précipité. Laisser 
reposer 24 heures, filtrer et, si le 
liquide n'est pas clair, ajouter 
quelques gouttes d'ammoniaque. 

3. Méthode de Hoyer. 

Carmin de Hoyer en 

poudre 1 gr. 

Sol. conc. de picrate 

d'ammoniaque 100 

4. Méthode de Pergens (Car- 
noy). 

Carmin (en excès). 

Ammoniaque 1vol. 

Eau 4 

Après 48 heures, lillrer et laisser 
à l'air jusqu'à formation d'un 
léger précipité. Filtrer de nou- 
veau et ajouter une solution satu- 
rée d'acide picrique. Au bout de 
24 heures filtrer de nouveau et 
ajouter 1 gr. de chloral par litre. 

5. Méthode de Bizzozero. 

l»*® solution. 

Carmin 0,50 

Ammoniaque 3 gr. 

Eau 50 

Faire dissoudre le carmin dans 
l'ammoniaque 'et ajouter l'eau. 

2« solution. . 

Eau 50 gr. 

Acide picrique. 0,5 

Verser la 2« solution dans la 
première en agitant vivement. 
Evaporer jusqu'à disparition de 
l'odeur ammoniacale , ajouter 
10 c. c. d'alcool et filtrer. 
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6. Méthode cl' Arcangeli . 

Sol. aqueuse sat. d'acide picri- 

que 50gr. 

Carmin 0,25 

Faire bouillir dix minutes et 
liltrer. 

Carmin au borax. 

Borax 4 gr. 

Eau distillée 100 

Carmin 1 

Faire bouillir et filtrer. Après 
coloration laver dans l'alcool aci- 
dulé par Hcl. 

Carmin à Vacide borique 
(aqueux). 

Acide borique 4 gr. 

Eau distillée 100 

Carmin 0,5 

Faire bouillir dix minutes, fil- 
trer. 

Laver, après coloration, d'abord 
dans l'eau puis dans l'alcool. 

Carmin au lithium lOrth). 

Solution saturée de carbonate de 

lithine 97 gr. 

Carraiji '. 2,5 

Faire bouillir jusqu'à dissolu- 
tion et filtrer. Après coloration 
laver les coupes dans l'alcool à70« 
contenant 1 p. 0/0 de Hcl. 

Carmin oxauque (Thiersch). 

l"** solution. 

Carmin 1 gr. 

Ammoniaque 1 

Eau 3 

Dissoudre le carmin dans l'am- 
moniaque et ajouter l'eau. 

2« solution. 

Acide oxalique 1 gr. 

Eau 22 

Ajouter 1 gr. de la première 
solution à 8 gr. de la seconde et 
additionner de 12 gr. alcool ab- 
solu. 



Carmin salicylique et aluné 

Sol. sat. d'alun 100 gr. 

Acide salicylique 0,25 

Carmin 0,25 

Faire bouillir jusqu'à dissolution 
et filtrer. 

COCHENILLE; — Nous indi- 
querons deux formules de teinture 
à la cochenille. 

a. Solution aqueuse. 

Cochenille pulvérisée . . 7 gr. 

Alun pulvérisé 7 

Eau 700 

Faire bouillir jusqu'à réduction 
à 400 gr. Ajouter de Pacide phé- , 
que. 

b. Solution alcoolique. 

Alcool a 70o 10 ce. 

Cochenille 1 gr. 

Colorer, avec ce réactif pur ou 
dilué, les coupes sortant de l'al- 
cool à 70o. 

Carmin d'indigo. — Ce colo- 
rant est coinbiné avec une autre 
teinture poinr produire une dou- 
ble coloration. 

1"* solution. 

Carmin 0,88 

Borax 3,54 

Eau distillée 95 

Faire bouillir jusqu'à dissolu- 
tion et filtrer. 

2® solution. 

Carmin d'indigo 4gr. 

Eau distillée 64 

Borax 4 

Faire bouillir et filtrer. Mé- 
langer parties égales de la Ire 
et de la 2^ solution. C'est après 
fixation par l'acide cbromique que 
cette teinture donne les meilleurs 
résultats. Après coloration laver 
les coupes dans une solution sa- 
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turée d'acide oxalique puis dans Dieu d'aniline. — Il existe 

l'eau. Monter au baume en sui- plusieurs variétés de bleu d'ani- 

vant la technique ordinaire. line. 

Autre formule. ,, ^^ bleu d'aniline insoluble dans 

a j X . j • it. 1 eau, somme dans l alcool, a été 

Sol. saturée de carmm dm- employé par Ranvier pour la colo- 

Ai ?VqV 1 goutte ration des coupes d'os et par 

Alcool â yôo dU gr. 1^1 j)uyai p^^p jj^ coloration des 

Colorer les coupes avec le car- coupes du système nerveux cen- 

min aluné, laver soigneusement, tral. Les coupes, colorées avec le 

colorer de nouveau avec le carmin carmin et déshydratées par l'alcool 

d'indigo. absolu, sont placées pendant un 

quart d'heure dans la teinture sui- 

CouLEURS d'aniline. — Rè- vante : 

ele générale les couleurs d'aniline sol. sat. de bleu d'aniline dans 

doivent être conservées en solu- l'alcool absolu. ... X gouttes 

tion concentrée dans l'alcool abso- Alcool absolu 10 ^r. 

lu. Ajouter 1 c. c. de solution à . .. , */ • - ? • • 

100 c'c. h^n ou d'alcool sui- Au sortir de ce bam, eclaircir 

vantque la couleur est soluble ou a^^^. * ^f ^°^f ^^ . bergamote et 

insofuble dans l'eau. «^«"^«^ <*»"» la résine. 

Bleu de méthylène. - Cou- , , ^^^^ ^? ^2^^^^: -; P^"^ ^^"- 

leur soluble dansA'eau et dans fe^Tn ahne'Ta Se' a^ée 

Formule du D«" Sahli. Bleu de Lyon 1 gr . 

Une coupe de moelle durcie Alcool absolu 100 

par le bichromate est placée pen- Eclaircir et monter au baume. 

dant quelques heures dans la so- Bleu de Quinoléine. — Ce 

lution suivante : bleu, bien que soluble dans l'eau, 

Eau distillée. . . 30 gr. doit être conservé en solution dans 

Bleu de méthylène'. *.**.*. Q. îS * l'alcool absolu. Au moment d'en 

p. saturer. faire usage, verser quelques 

^' , ,,' . ^ . . gouttes de la solution saturée 

Lorsqu elle a pris une teinte g ^„^ soucoupe remplie d'eau 

bleu fonce on la lave dans 1 eau jjitrée 

puis on la porte dans la deuxième ' , r^. ,. r^ 

teinture formée de : Brun de Bismark. — Cou- 

^ ,. ,.„ , Q^ leur plus soluble dans 1 alcool que 

Eau distillée ..... 30 gr. ^ans l'eau. On peut faire usage, 

Fuchsme acide. Q. S. p. saturer. ^^.^ ^^ ^^ ^^^^^^^''^ alcoolique, soit 

Après cinq minutes on lave ra- de la solution aqueuse, 

pidement dans : Irc solution. 

Alcool 50gr. Alcool à70o 100 

Potasse caustique 0,50 Brun de Bismark Q. S. 

puis on lave dans une grande P- saturer, 

quantité d'eau et on monte au 2« solution. 

baume en suivant la technique Eau distillée 200 gr. 

habituelle. Brun de Bismark ... . 1 
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c'ost une leinturo excellente pour 
colorer la chromatine. 

Vert (le niéthvle 2 gr. 

KaudUillee! 100 

Acide acétique 1 

Examiner dans le liquide de 
coloration ou dans la glycériue 
acide légèrement teintée en vert. 

On peut encore faire usage de 
la solution suivante : 

Glycérine 100 gr. 

Vert de méthyle 1 

Acide acétique 1 

Violet. — Colorant diffus. 
Soluble dans l'alcool et dans l'eau. 
On peut taire usage de la solution 
à 1 p. 100. 

Violet 5 B (Sol. sat. 

dans l'alcool) 100 

Eau distillée 1 c. c. 

Dahlia. — Soîuble dans l'eau 
et dans l'alcool. 

Violet de gentiane. — So- 
luble dans l'eau et dans l'alcool. 

IIÉMATOXYLINE. 

a. Formule de Doehmer, 

l'e solution. 

Hématoxyline 0,35 

Alcool absolu 10 g r. 

2« solution. 

Eau distillée 30 gr. 

Alun de potasse 0, 10 

Versez quelques gouttes de la 
première solution dans la seconde. 
Laisser au repos quelques jours, 
avant d'en faire usage. 

b. Succédané de Ihémato- 
xylinc (Francotte). 

Extrait de campèche pul- 
vérisé 5 gr. 

Alcool absolu 30 

Faire macérer plusieurs jours 
et ajouter quelques gouttes de 
cette teinture à une solution 
d'alun à 1 0/0. 



c. Hématoxyline de Ran- 
vier (voyez page 47). 

d. Hématoxyline de Wei- 
gert. 

e. Glycérine hématoxyli" 
que (Erlich). 

Eau distillée 50 gr. 

Alcool absolu 50 

Glycérine 50 

Acide acétique .. . , . 5 

Hématoxyline :\ 1 

Alun en excès. 

Ce mélange doit rester long- 
temps exposé à l'air et à la lu- 
mière avant de servir. 

f. Hématoxyline de Klei- 
nemberg. 

Alcool à 70» 30 gr. 

Alun Q. S. p. saturer. 

Chlorure de calcium Q. s. pour 
saturer. 

Filtrer et ajouter 180 c. c. 
d'alcool à 70o. Au moment de 
s'en servir, ajoutez à une certaine 
quantité de ce liquide quelques 
gouttes d'alcool absolu saturé 
d'hèmatoxyline ; on teint les cou- 
pes au sortir de l'alcool. S'il y a 
surcoloration on décolore par 

Alcool 100 gr. 

Acide cblorhydrique.. .. 0,5 
Monter au baume. 

Hématoxyline de Grena-r 
cher. 

Solution sat. d'alun d'am- 
moniaque 100 gi\ 

Solution saturée d'hémato 
xyline dans l'alcool.. . 4 gr. 

Exposer à l'air et à la lumière 
pendant huit jours et ajouter. 

Alcool méthylique 25 c. c. 

Glycérine 25 

Glycérine à V hématoxyline 
et à léosine (Renaut). 

Sol. sat. d'alun de pot. 
dans la glycérine. . . . 130 c. c. 
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Sol. sat. d'éosine dans 

l'eau 30 c. c. 

Hématoxylinc sol. sat. 

dans l'alcool 40 

Mélanger et abandonner à l'air 
pendant deux mois. Filtrer. Les 
préparations se conservent bien 
dans une goutte du colorant 
additionne de 2 vol. de glycérine. 

LmpréGlNations. — On se 
sert du nifrate d'argent, du chlo- 
rure d'or et plus rarement des 
sels de fer ou autres métaux. 

a. Nitrate d'argent. 

Nitrate d'argent 1 gr. 

Eau distillée 100-500 

b. Chlorure d'or. 

c. Dieu de Prusse. 

Sulfate de fer 0.5 

Ean distillée. 100 gr. 

Laisser quelques minutes dans 
ce bain puis porter dans 

Cyanure jaune de potas- 
sium 

Eau distillée 100 

d. Perclilorure de fer. 

Perchlorure de fer 2 gr. 

Eau dist. ou alcool OJ 

Lors({ue les tissus sont imbibés 
réduire dans 

Alcool ou eau ICO gr. 

Acide pyrogallique. . .. 2 

Purpurine. — Solgbie dans 
les solutions saturées d'alun. 

a. Purpurine de Ranoier. 

Alun 1 gr. 

Eau distillée ICO ^zy. 

Purpurine excès. 

Faire bouillir, filtrer et ajouter 
60 gr. d'alcool à 36o Cartier. Cette 
solution ne £e conserve pas long- 
temps. 

b. Purpurine à la glycérine. 

Glycérine sa tur/'e dalim., 100 
Purpurine excès 



1 gr. 



Faire bouillir, filtrer. On peut 
ajouter un peu d'eau si la glycé- 
rine est trop dense pour faciliter 
l'ébullition. 

III. — Formules d'inclu- 
sion. 

On trouvera les formules des 
inclusions dans la gomme, dans 
la paraffine et dans le collodion, 
dans le cour> de ce livre (p. 31). 

a. Inclusion dans la gélx- 
tine (Kaiser). 

Eau distillée CO 

Glycérine BO 

Gélatine 10 

Acide phéni|ue 1 

Faire dissou<lre la gélatine 
dans l'eau en cliauirant au bain- 
marie. Ajouter la glycérine et 
l'acide piiénique, cliaufTer encore 
dix minutes et filtrer sur la fla- 
nelle. 

Quand on viMit inclure une 
pièce, on la place alors quelle 
est déjà fixée, durcie et bien im- 
bibée d'eau, dans une petite quan- 
tité de ce mélange maintenu 
liquide par une douce chaleur. 
La durée de l'imbibiiion varie 
de quebjues heures à un jour. 
Après quoi on durcit par l'alcool 
à OO*» et on con])e avec un rasoir 
mouillé d'alcool. 

h. Inclusion dans le savon. 

Savon blanc sec et pulvérisé. 10 

Alcool à 9> 35 

Glycérim» 20 

ChaulTer just|u\\ dissolution. 
La pièce est pincée, au sortir de 
l'alcool, dans une solution fonnée 
de parties é^nh^ tlu nuHange de 
savon el d'alcoid, puis dans le 
mélange de >avon pur. Ou 
chauffe au bain -marie A f>5<» pour 
maintenir la ma^sr lirpiide. C(»n- 
per à sec cl en'n'ver le i-avon 
avec l'eau nlcooli.^ée. 
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rv. — Liquides pour fixer 
les coupes sur le porte- 
objet. 

1. AlbMminede Mayer. 

Prendre un blanc d'œuf auquel 
on ajoute un peu de salîcylate 
de soude et filtrer sur un filtre 
mouillé. Au liquide clair ajouter 
un volume de glycérine et encore 
un peu de salicylate. Au moment 
de ranger les coupes étendre 
avec un pinceau une couche très 
mince de ce mélange sur un 
porte-objet. Lorsque les coupes 
sont placées, coaguler l'albumine, 
par une douce chaleur. Convient 
pour les coupes sortant d'un bain 
d'eau. 

2. Gomme-Laque. 

Gomme-laque blanche.. 1 gr. 

Alcoolabsoiu 10 

Filtrer après avoir laissé dépo- 
ser. 

A Taide d'un pinceau étendre 
une couche très mince de cette 
solution sur un porte-objet. Lais- 
sez sécher. Humecter la gomme 
laque avec de l'essence de girofle, 
ranger les coupes, évaporer Tes- 
senceenchauflantà55o ; dissoudre 
la paraffine par l'essence de téré- 
benthine. Cette méthode s'appli- 
que exclusivement aux coupes 
obtenues par inclusion dans la 
paraffine. 

3. Gomme arabique. 

Eau 60 gr. 

Gomme arabique 2,50 

Acide phénique 0,50 

Etendre cette solution sur un 
porte-objet, faire écouler l'excès 
en inclinant le porte-objet et lais- 
ser sécher, à l'aori de la poussière. 
Humecter la couche en projetant 
l'haleine ; ranger les coupes ; lais- 
ser sécher et dissoudre la paraf- 
fine par l'essence de térébenthine. 



Applicable après l'inclusion à la 
paraffine. 

4. Gomme arabique et alun. 

Solution claire de gomme dans 

Teau 100 gr. 

Alun de chrome, q. indéterminée. 
Glycérine 1 c. c. 

Enduire la lame avec cette 
solution, ranger des coupes ; 
chauffer à 30« pendant 10 minu- 
tes pour rendre la gomme inso- 
luble. 

5. Gutta-percha (Frenzel). 

Chloroforme ou benzine 100 gr. 
Gutta-percha 2 

Laisser déposer (15 ou 20 jours 
décanter ou filtrer. Etendre ce 
liquide en couche mince sur les 
lames, laisser sécher ; ranger les 
coupes et chauffer (10 minutes) 
à 60o. Dissoudre la paraffine par 
l'essence de pétrole. 



V. — Liq^iides conserva- 
teurs. 

1. Acétate de potassium. 

Eau distillée 50 gr. 

Acétate de potassium, Q. s. p. sa- 
turer. 

Une goutte sur le bord de 
la lamelle, fermer au bout de 
36 heures. 

2. Acide phénique (\oirip.bO) 
en outre : 

Sirop simple 50 gr. 

Acide phénique 0,50 

1. lAquides au bichlorure 
de mercure. 

a. Liquide de Pacini. 

Sublimé 1 gr. 

Chlorure de sodium 2 

Glycérine 13 

Eaudi^illée 113 



216 

RÉSINES. 

1. Baume du Canada. 

Chloroforme, xylol ou ben- 
zin6 •.•..■•••>. •••• 0\j kI*. 

Baume du Canada sec Q. S. 

pour avoir une solution limpide 
après repos. 

2. Résine dammar (même 
formule). 

3. Baume et résine. 

Sol. de baume dans la ben- 
zine 20 gr. 

Sol. de dammar dans la ben- 
zine 20 gr. 

4. Liq. de Rippart et Petit. 

Chlorure de cuivre 0,30 

Acétate de cuivre 0,30 

Acide acétique 1 gr. 

Eau camphrée 60 

Eau distillée 90 

Filtrer. 



VI. — Liquides dissocia- 
leurs et décalcifiants. 

Acide chromique. 

Eau 500 gr. 

Acide chromique 0,5 

Dissociateur. 



FORMULAIRE 



Acide osmique. 

Sol. à 1 p. 0/0 1 ce. 

Eau distillée 10 ce. 

Dissociateur. 

Acide azotique. 

Eau distillée 50 gr. 

Acide azotique 15 

Dissociateur. 

Sérum artificiel de Frey. 

Blanc d'œuf 30 

Sel marin 0,4 

Eau 270 

Iode. Q. S. p. conserver le mé- 
lange. 

Acide nitrique (décalciûant). 

Eau 100 gr. 

Acide nitrique 1-2 

Acide chlorhydrique et 
chromique (décalcifiant). 

Eau 100 er. 

Acide chlorhydrique. 0,50 

Acide chromique 2 gr. 

Acide picrique (décalcifiant). 

Eau 100 gr. 

Acide picrique. Q. S. p. saturer. 

Acide picro-nitrique (dé- 
calcifiant). 

Sol. sat. d'acide picriqiie 100 gr. 
Acide nitrique 2 
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